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1. UVOD

Mnoga istrazivanja bave se utjecajem tehnoloskih operacija prerade maslina (drobljenje i
mijeSenje) koje imaju presudnu ulogu u odredivanju prinosa i kvalitete ulja. Ovim
eksperimentalnim radom, istraZen je utjecaj uporabe toplinskog i ubrzanog toplinskog procesa
na nastanak hlapljivih komponenti djevicanskog maslinovog ulja.
Dok se razlike u okusima djevicanskog maslinovog ulja prvenstveno pripisuju fenolnim
spojevima, utvrdeno je da su hlapljivi spojevi, odnosno, slozena mjesavina hlapljivih spojeva
odgovorni za razvitak arome. Biosinteza hlapljivih spojeva arome direktno je ovisna o
enzimskom potencijalu pojedinih sorti maslina koji je zapravo genetski uvjetovan, a po€inje u
trenutku razbijanja stanica tijekom drobljenja plodova masline. Nastavlja se tijekom mijeSenja
tijesta masline, a odvija se u sklopu lipoksigenaznog puta gdje od visestruko nezasi¢enih masnih
kiselina nastaju C6 i C5 hlapljivi spojevi, aldehidi i esteri. Prema prethodno utvrdenim
saznanjima, raznolikost sorti maslina smatra se jednim od najvaznijih ¢imbenika, a stupanj
sazrijevanja plodova i uvjeti prerade su takoder ¢imbenici koji znacajno utjecu na sastav
hlapljivih spojeva te senzorska svojstva djevicanskog maslinovog ulja. (Brki¢ Bubola i sur.,
2012). Obzirom na nebrojene zdravstvene efekte na ljudski organizam, pristupacnost i
dostupnost, djevicansko maslinovo ulje drzi primat medu uljima dobivenim isklju¢ivo
mehanickim postupcima. Povecana potraznja za djevicanskim maslinovim uljem ne
podrazumijeva samo potrebu za pove¢anom proizvodnjom, veé¢ podrazumijeva i potrebu za
kontinuiranim unapredenjem proizvoda. Djevi¢ansko maslinovog ulje je svakako ulje izbora
uzimajuci zdravstvene benefite koje konzumacija istog donosi. Uskladivanje parametara
proizvodnje koji bi omogucili optimiziranje i iskoriStavanje proizvodnog procesa, uz
iskoriStavanje genetski uvjetovanih potencijala ploda masline, omogucuje modifikaciju

senzorskih karakteristika i prilagodbu krajnjeg proizvoda razli¢itim potrosackim grupama.

Cilj rada istraziti je utjecaj ubrzanog toplinskog tretmana kao predtretmana mijeSenju na
sastav hlapljivih komponenata djevicanskog maslinovog ulja. Za potrebe istrazivanja koriStene
su Cetiri autohtone hrvatske sorte maslina: istarska bjelica oblica, rosulja i levantinka. Takoder,
usporedilo se koristenje toplinskog tretmana i ubrzanog toplinskog tretmana kod sorte oblica,
odnosno utjecaj odabranog tretmana na nastanak pozeljnih (spojevi nastali lipoksigenaznim
putem) i nepozeljnih (produkti oksidacije) spojeva te je na temelju rezultata predlozen optimalni

toplinski tretman.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. NUTRITIVNA VAZNOST DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Nekadasnja potraga za zlatom, u danaSnje vrijeme, istovjetna je potrazi za zdravljem.
Upravo u tom segmentu ubrzanih zivota danaSnjice, potraga za zdravljem vodi nas
djevicanskom maslinovom ulju. Nebrojene studije ukazuju na sveobuhvatnu dobrobit
konzumacije maslinovog ulja, pogotovo djevicanskog maslinovog ulja. Isto potvrduju rezultati
kohortnog istrazivanja provedenog u Spanjolskoj tijekom desetogodiinjeg perioda. Rezultati
istrazivanja zakljucuju povezanost dnevne konzumacije djevi¢anskog maslinovog ulja sa ¢ak
upola manjim rizikom smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti te za jednu tre¢inu nizim rizikom
smrtnosti od ostalih uzroka. Blagotvorni ucinci djevicanskog maslinovog ulja na zdravlje
rezultat su, medu ostalim, bogatstva bioaktivnih spojeva razliCitih ucinaka. IstiCe se
antitumorski u¢inak gdje dolazi do izrazaja djelovanje fenola na inhibiciju proliferacije i
promicanja apoptoze kod razli¢itih tumorskih stani¢nih linija. Nadalje, djevicansko maslinovo
ulje pokazalo je kardioprotektivne i protuupalne ucinke, blagotvorno djelovanje na crijevnu
mikrobiotu, kalcifikaciju i mineralizaciju kostiju, metabolizam lipida i glukoze, krvni tlak i
sustave zgrusavanja krvi, i smanjenje oksidativnog stresa (Donat-Vargas C i sur., 2023).
Nutritivna vaZznost djevicanskog maslinovog ulja ocituje se i u visokim razinama oleinske,
prisutnosti linolne kiseline, a-linolenske kiseline i tokoferola. Uzimaju¢i isto u obzir, Garcia i
suradnici (2023) istiCu superiornost djeviCanskog maslinovog ulja u odnosu na druga
prehrambena ulja i masti ¢emu je svakako pridonijela i ¢injenica da djevicansko maslinovo ulje
jedino sadrzi polifenol hidroksitirosol u koncentracijama dostatnim da bi pokazale u¢inak na
zdravlje. Naime, Europska agencija za sigurnost hrane potvrdila je doprinos djelovanja
hidroksitirosola na zastitu lipida u krvi od oksidativnog oste¢enja uz preporuku o konzumaciji
5 mg hidroksitirosola i njegovih derivata (npr. oleuropein kompleks i tirozol) u maslinovom
ulju dnevno (EFSA, 2011). Uz navedeno, zabiljeZena je uc¢inkovitost djevicanskog maslinovog
ulja na dugorocno upravljanje tezinom kao i sam proces mrsavljenja. Dijeta koja ukljucuje
dnevno tri do Cetiri zlice djevicanskog maslinovog ulja moze doprinijeti ve¢em gubitku tezine
za razliku od dijete s niskim udjelom masnoc¢a dok omoguc¢uje veci ukupni unos energije za
ekvivalentan gubitak tezine. Poznat je i utjecaj djevicanskog maslinovog ulja na smanjeni rizik
od metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2, kao i na poboljsanje osjetljivosti na inzulin (Flynn

i sur., 2023).



Zaklju¢no, djevicansko maslinovo ulje ukomponirano u dnevnu prehranu, predstavlja zastitni
faktor za ljudsko zdravlje na vise razina stoga nije ¢udno da je, slijedeéi svjetske trendove gdje
je naglasak na prevenciji nezaraznih bolesti i unapredenju zdravlja i kvalitete Zivota, potraznja

za kvalitetnim djevi¢anskim maslinovim uljem stalno u porastu.

2.2. 1ZAZOVI VEZANI UZ PROIZVODNJU

Kako bi industrija odgovorila zahtjevima trziSta gdje je zabiljezen porast sklonosti
potrosaca visokokvalitetnom djevicanskom maslinovom ulju upravo zbog blagotvornih i
senzorskih svojstava koja se pripisuju visem sadrzaju fenolnih i hlapljivih spojeva, proucavaju

se razli¢ite moguénosti unapredenja proizvodnje (Perez i sur., 2021).

Tradicionalna postrojenja za proizvodnju djevicanskog maslinovog ulja glomazna su i
spora, karakterizira ih diskontinuiran i nizak kapacitet napajanja kao i ¢injenica da ovakav
sustav ne dopusta pravilan proces pranja maslina §to je vazan korak u osiguranju sigurnosti i
kvalitete proizvoda. Operacije pranja i ¢iS¢enja postrojenja i strojeva su zbog dizajna vrlo
otezani §to moze rezultirati daljnjim problemima vezanim uz higijenu postrojenja. Naposljetku,
maslinovo tijesto je tijekom cijelog proizvodnog procesa kontinuirano izlozeno kisiku §to se
negativno odrazava na kemijske, fizikalne i senzorske karakteristike dobivenog ulja jer dolazi
do znacajnog pogorSanja kvalitete zbog oksidacije polifenola i masnih kiselina. Naravno,
tradicionalna postrojenja u usporedbi s modernim postrojenjima imaju i svoje prednosti koje
proizlaze iz sporog kretanja drobilica, a oCituju se u smanjenom zagrijavanju maslinovog tijesta

tijekom drobljenja (Cappelli i sur., 2023).

Modernizirana postrojenja mogu osigurati od 20 do 25 % ve¢éi prinos ulja uz znacajno
poboljsanje kvalitete. U ovom slucaju doticaj zraka sa maslinovim tijestom moguce je
kontrolirati i uvoditi potrebnu koli¢inu zraka putem sustava za mljevenje, a da bi se omogucila
blaga oksidacija visestruko nezasi¢enih masnkih kiselina u lipoksigenaznom putu i dobivanje
zeljenih okusa ulja po vocu, articokama i travi (Cappelli i sur., 2023). Kontroliranim
dodavanjem kisika moguce je i moduliranje senzorskih karakteristika. Istrazivanja utvrduju
smanjenje intenziteta "gorkih" i "oporih" osjetilnih nota povecanjem koncentracije kisika
tijekom mljevenja. Optimalne rezultate moguce je posti¢i dodatkom 0,2 L/min kisika §to ima
izravan utjecaj na koncentraciju hlapljivih komponenti, pogotovo na poveéanje koncentracije

aldehida i (E)-2-heksenala (Veneziani i sur., 2023).
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Ovisno o tipu centrifugalnog ekstraktora proizvodnja rezultira dobivanjem ulja, vegetabilne
vode i komine, ili ulja i mokre komine. Neki autori u ovom slucaju prednost daju upravo
potonjem zbog manje koli¢ine proizvedenog nusprodukta - mokre komine i veéeg sadrzaja

fenola i tvari okusa u proizvedenom ulju (Cappelli i sur., 2023).

2.3. NUSPROIZVODI PROIZVODNJE

2.3.1. Vegetabilna voda

Jedan od velikih problema proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja je ¢injenica da se
tijekom proizvodnje odredene koli¢ine ulja paralelno generira Cetverostruko veéa koli¢ina
otpada (Cappelli i sur., 2023). Prema podacima Uprave za poljoprivredu i ruralni razvoj
Europske komisije, Europska unija kao vode¢i proizvoda¢ proizvodi otprilike 67 % svjetskog
maslinovog ulja, a ujedno je i vodeci potrosac i izvoznik maslinovog ulja. Proizvodnja se odvija
pretezno u zemljama Mediterana, najvise u Italiji i Spanjolskoj (Europska Komisija, 2023).
Imaju¢i na umu navedenu koli¢inu kao i visoko organsko opterecenje, fitotoksi¢nost i
antimikrobni ucinak nusproizvoda proizvodnje, zbrinjavanje istog predstavlja znacajan
ekoloski problem mediteranskih zemalja. Fitotoksi¢ni elementi i najve¢i zagadivaci potjecu iz
vegetabilne vode, koja isto tako predstavljaja i najobilniji izvor bioaktivnih spojeva i u kojoj je
koncentracija fenola visa nego $to je u samom ulju. Najces¢e koristeni sustavi za obradu
vegetabilne vode ukljucuju razliCite fizikalne i kemijske metode, biolosku inaktivaciju,
kemijsku oksidaciju, filtraciju i membransku separaciju. Fizikalne metode su pokazale
najslabiju iskoristivost jer njihovom uporabom nije moguée smanjiti toksicne efekte do
zadovoljavaju¢ih granica dok je uporaba anaerobnih bioreaktora otvorila mogucénost za
koriStenje vegetabilne vode kao goriva za proizvodnju energije. Ipak, uzimaju¢i u obzir
iskoristivost, potrebna ulaganja, kao vrijednost i visoku koncentraciju fenola u vegetabilnoj
vodi, filtracija, odnosno, membranska separacija pokazuje se kao metoda izbora. Pokusaji
unapredivanja iskoristivosti ovog postupka ukljuc¢uju uporabu mikro i nano filtracije te uporabu
reverzne osmoze i membranske emulzifikacije. U ovom slucaju vegetabilna voda prvotno se
zakiseljava u svrhu uklanjanja suspendiranih tvari, a potom prolazi nanofiltraciju koja rezultira
stvaranjem koncentriranog polifenolnog retentata i permeata. Retentat zatim prolazi
koncentriranje reverznom osmozom i koncentrirani polifenolni ekstrakt biva inkapsuliran u
emulziji vode u ulju kroz proces emulzifikacije membrane. Ovom metodom moguce je

iskoristiti 85 % polifenola iz vegetabilne vode (Cappelli i sur., 2023).
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2.3.2. Komina

Uz vegetabilnu vodu, kao nusprodukt proizvodnje ostaje i komina, odnosno mjesavina
maslinovog tijesta i koStica koja ostaje nakon izdvajanja ulja. Najstarija tradicionalna metoda
za iskoriStavanje maslinove komine je ekstrakcija ulja koje se potom rafinira i u malom omjeru
(obi¢no oko 5 %) mijeSa sa ekstra djevi¢anskim maslinovim uljem (Cappelli i sur., 2023).
Komina masline tipi¢no ima blago kiseli pH, visoku koncentraciju organske tvari (uglavnom
vlakana), bogata je kalijem i sadrzi visoku koncentraciju fenolnih spojeva. U pulpi komine
nalazi se jo$ 1 2,5 do 3 % maslinovog ulja. Koristi se kao izvor toplinske energije snage 23
MlJ/kg, kao mal¢ u masliniku i kao dodatak hrani za Zivotinje. Kominu je potrebno pazljivo i
pravilno skladistiti jer je vrlo zapaljiva, Sto zahtijeva utvrdivanje posebnih kriterija vezano za

samo mjesto kao i okruzenje skladi$ne lokacije (Alkhalidi i sur., 2023).

Razvojem inovativnih metoda, komina je postala iskoristivim izvorom za ekstrakciju
fenola. Utvrdeno je da metode poput ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima znaCajno povecavaju ucinkovitost procesa uz istovremeno
smanjenu uporabu organskih otapala i smanjenje trajanja ekstrakcije. Primjena ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom rezultira ve¢im prinosima i povecanim sadrzajem fenola u
poredenju s tradicionalnim metodama te se smatra pogodnom za industrijsku primjenu uz

jednostavnu integraciju u ve¢ postoje¢e pogone (Stramarkou i sur., 2023).

2.4. INOVATIVNE TEHNIKE U PROIZVODNJI

Inovantivne tehnologije kojima je cilj omoguciti zadovoljavanje potraznje potrosaca i
postizanje ¢im bolje iskoristivosti procesa proizvodnje i kvalitete djevicanskog maslinovog ulja
obuhvacaju primjenu pulsirajuc¢eg elektricnog polja, obradu visokim tlakom, primjenu
ultrazvuka, tretman ultrazvukom velike snage i tretman mikrovalovima. Navedene tehnike
temelje se na pucanju stani¢nih stijenki i membrana ploda masline i poticanju propusnosti
membrane stvaranjem pora. Kao posljedica navedenog dolazi do poboljSanje ekstrakcije ulja
tijekom mijesenja i postizanje vecih prinosa. Kriti¢ni parametri koji omogucuju postizanje
optimuma kvalitete i antioksidacijskog potencijala djevicanskog maslinovog ulja su

temperatura i trajanje procesa mijeSenja (Perez i sur., 2021).



2.5. CIMBENICI UTJECAJA NA KVALITETU ULJA I SASTAV HLAPLJIVIH
SPOJEVA

Podaci govore da je iz djevicanskog maslinovog ulja do sada izolirano oko 280 hlapljivih
spojeva. U tom raznolikom rasponu spojeva nalazimo aldehide, koji su najznacajnija frakcija
odgovorna za mirisni dojam zelene arome, zatim alkohole, ketone, estere koji daju slatke i
voéne note djevicanskom maslinovom ulju, etere, zasi¢ene i nezasi¢ene ugljikovodike i
karboksilne kiseline. Uz navedeno, identificirani su i neki minorni spojevi u niskim
koncentracijama, kao §to su derivati tiofena, a utvrdeno je da pozitivnho utjeCu na aromu
djevicanskog maslinovog ulja. Vazno je napomenuti da je samo 67 tih spojeva obicno prisutno
u koncentracijama koje premasuju njihov prag mirisa, Sto u konacnici utjeCe na aromu

djevicanskog maslinovog ulja (Nardella i sur., 2023).

Hlapljivi spojevi djevicanskog maslinovog ulja uglavnom su rezultat lipoksigenaznog puta,
mikrobioloske aktivnosti koja moze biti rezultat nepravilnog skladistenja maslina prije
drobljenja i tijekom skladiStenja nefiltriranih ulja te autooksidacije i fotooksidacije masnih

kiselina tijekom skladistenja (Cecchi i sur., 2021).

Sastav i koncentracija hlapljivih spojeva predstavljaju vrlo specifican i varijabilan faktor u
odnosu na razliite sorte masline pa ih je moguce koristiti za karakterizaciju monokultivara.
Tome-Rodriguez i1 suradnici (2021) navode rezultate dvaju studija gdje je provedena
karakterizacija monokultivara. Specificnost studija je uzgoj kultivara u istom vo¢njaku, a ulja
su dobivena tijekom dvije uzastopne berbe ili iz plodova ubranih u istom stadiju zrelosti te
obradena istim sustavom ekstrakcije i u istim uvjetima. U obje studije razlike medu kultivarima
zabiljezene su u razlikama koncentracije hlapljivih komponenata C6 spojeva (Tome-Rodriguez

isur., 2021).

Takve prirodne varijacije u kompoziciji hlapljivih spojeva i profilima arome mogu se uz
veliku genetsku raznolikost maslina pripisati i utjecaju rezima navodnjavanja voénjaka, stupnja
zrelosti ploda, uvjete prerade maslina i razlika u nacinima skladiStenja maslinovog ulja. Manjak
dostupne vode u vo¢njaku reflektira se na senzorska svojstva ulja visokim intenzitetom gorcine,
dok veca dostupnost vode utjece smanjenjem koncentracije odredenih hlapljivih spojeva u
plodu (trans-2-heksenal, cis-3-heksen-1-ol i heksanol). Dalje, vece koncentracije hlapljivih
spojeva zamijecene su tijekom rane faze sazrijevanja plodova masline u usporedbi s kasnom
fazom sazrijevanja. Naposljetku, optimalni skladi$ni uvjeti neizostavan su faktor kojim se

osigurava zadrzavanje karakteristika kvalitete proizvedenog ulje. Naime, utjecaj topline moze
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potpuno promijeniti sadrzaj hlapljivih organskih spojeva gdje je zabiljezen razvitak Z-2-
decenala i 2-undekanala u grijanim ekstra djevicanskim maslinovim uljima. Sama sorta uz
hlapljive spojeve direktno utjeCe i na sastav masnih kiselina, a zabiljezen je i utjecaj
zemljopisnog podrudja uzgoja. Zaneti¢ i suradnici (2021) prijavljuju razlike u sastavu sorte
oblica gdje je na hladnijim lokacijama ve¢e nadmorske visine zabiljeZen veéi udio fenolnih
spojeva, a na toplijim lokacijama niZze nadmorske visine niza razina vo¢nosti, gor¢ine i oporosti

(Zanetié i sur., 2021).

Malaksacija, odnosno mijesenje tijesta, jedan je od tri glavne faze mehanicke ekstrakcije
ulja, a to su usitnjavanje masline i odvajanje uljne faze, odnosno, presanje ili centrifugiranje.
Osim svojstva ploda masline i svaka od ovih tehnoloskih operacija ima velik znacaj za kvalitetu
proizvoda. Priprema maslinovog tijesta zapoCinje drobljenjem masline gdje je glavni cilj
razbijanje biljnog tkiva kako bi se oslobodile kapljice ulja sadrZzane u stanicama mezokarpa
(Clodoveo, 2012). Ovisno o vrsti mlina koji se koristi, zabiljezene su promjene u sastavu
hlapljivih tvari kao i sadrzaju pigmenta. Ulja dobivena pomoc¢u mlina s diskovima, u odnosu na
ulja dobivena pomoc¢u mlina ¢ekicara, pokazala su znacajno poboljSanje koncentracije
hlapljivih spojeva 1-heksanal i trans-2-heksenal, a redukciju koncentracije alkohola 1-
heksanala. Konacno, senzorska analiza pokazala je da su ulja dobivena iz mlina s diskovima,
za razliku od onih dobivenih pomocu mlina ¢ekicara, odlikovana povecanjem senzorskih
atributa koji podsje¢aju na pokosenu travu i cvijece, te bolje senzorske karakteristike (Servili i

sur., 2002).

Mijesenjem maslinovog tijesta vr§i se priprema za odvajanje ulja. Tradicionalno,
malaksacija maslinovog tijesta odvija se mijeSenjem u brzini od 20 - 30 okretaja u minuti na
pazljivo nadziranoj temperaturi. Ova faza proizvodnje je kriti¢na za postizanje Zeljenih prinosa
1 iskoristivost proizvodnog procesa. Tijekom mijesenja tijesta dolazi do agregacije malih
kapljica ulja koje su rasprSene u maslinovom tijestu (Clodoveo, 2012). U trenutku kad kapljice
ulja formirane tijekom drobljenja maslina dodu u kontakt s vegetabilnom vodom bogatom
proteinima i fosfolipidima, bivaju okruzene lipoproteinskim membranama koje zapravo prijece
izmjenu metabolita izmedu vodene i uljne faze. Fenomen koalescencije, odnosno,
objedinjavanja malih kapljica u velike potaknut procesom mijesenja podrazumijeva ponovno
cijepanje tih lipoproteinskih membrana ¢ime se omogucuje preraspodjela spojeva ovisno o
njihovom koeficijentu raspodjele izmedu uljne i vodene faze. To su zapravo trenutci koji
odreduju kemijska i senzorska svojstva, kao i kvalitetu ulja (Ranalli i sur., 2001). Agregacija
kapljica dalje olakSava odvajanje ulja tijekom mehanicke ekstrakcije, odnosno, centrifugiranja.
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Dolazi do razbijanja emulzije ulje/voda koja nastaje tijekom procesa drobljenja te do daljnje
destrukcije stanica koje su ostale cijele tijekom procesa drobljenja sto direktno utjece na prinos
ulja (Clodoveo, 2012). Dakle, proces mijeSenja ne treba analizirati kao puko mehanic¢ko
djelovanje, ve¢ prepoznati kao visestruki slijed fizikalnih, fizikalno-kemijskih, kemijskih i
biokemijskih promjena koje znacajno utjeu na kemijski sastav djevicanskog maslinovog ulja,
posljedi¢no utjecu¢i na njegove nutritivne i senzorske osobine. Od posebne vaznosti su
fenomeni koalescencije kapljica ulja, reoloske modifikacije, difuzija, prijenos topline, kemijska

oksidacija i aktivacija endogenih enzima (Nardella i sur., 2023).

Ubrzo nakon destrukcije stanice maslinovog tkiva dolazi do aktivacije sustava enzima
lipoksigenaznog puta, Cija je prisutnost genetski odredena, a ukljucuje acil hidrolazu,
lipoksigenazu, hidroperoksid liazu, alkohol dehidrogenazu i alkohol acil transferazu.
Lipoksigenazni put podrazumijeva slijed biokemijskih reakcija kojim nastaje vecina tvari
arome, pogotovo C6 aldehidi, alkoholi i esteri, kao Sto je prikazano na slici 1. Niz reakcija
zapocinje djelovanjem acil hidrolaze na trigliceride i fosfolipide uz oslobadanje slobodnih
masnih kiselina koje potom lipoksigenaza oksidira do hidroperoksida. Dalje hidroperoksid liaza
cijepa hidroperokside do aldehida i oksokiselina, a alkohol dehidrogenaza katalizira
reverzibilnu redukciju alifatskih aldehida u alkohole. Naposljetku, alkohol acetil transferaza
katalizira stvaranje acetatnih estera iz alkohola. Acetatni esteri i esteri alkohola s drugim
masnim kiselinama vazni su sastojci u mnogobrojnom vocéu, dok u maslinovom ulju ¢ine

znacajne komponente slatkih, vo¢nih nota (Kalua i sur., 2007).

Parametri procesa proizvodnje klju¢ni za utjecaj na aktivnost enzima lipokisgenaznog puta
je upravo temperatura. Za vecinu proucavanih hlapljivih tvari uo€ena je pozitivna ovisnost o
vremenu malaksacije, osim za 1-penten-3-on, za koji je uoceno jedno lagano smanjenje (Vidal
i sur., 2018). Naravno, u odabiru parametara za ostvarenje optimalnih uvjeta za djelovanje
endogenih enzima masline treba uzeti u obzir i razlike u kultivaru masline, stupanj zrelosti
masline, lokalizaciju enzima unutar tkiva masline i afinitet enzima prema supstratima. Vaznost
kultivara i stupnja zrelosti masline lezi u Cinjenici da su to posebno znacajni ¢imbenici za
enzimske aktivnosti povezane s razvojem, transformacijom i razgradnjom polifenolnih i
hlapljivih spojeva, $to je pogotovo zabiljezeno za hidroperoksid liazu i alkohol dehodrogenazu
(Kalua i sur., 2007). Uz navedeno, genetsko podrijetlo sirovine utjeCe ne samo na apsolutnu
aktivnost svakog enzima ukljucenog u put lipoksigenaze, nego i na njihovu raspodjelu u

sastavnim dijelovima ploda (Veneziani i sur., 2015).



acil - hidrolaza

................................. >
linolna kiselina linolenska kiselina
lipoksigenaza
lipoksigenaza >
9-hidroperoksid 13-hidroperoksid 13-hidroperoksid 9-hidroperoksid
hidroperoksid-liaza e cis-3: trans-2-enal izomeraza
heksanal cis-3-heksenal ' trans-2-heksenal
alkohol-dehidrogenaza
.................... >
heksanol cis-3-heksenol trans-2-heksenol
alkohol acetil-transferaza
.................... p
heksil-acetat cis-3-heksenil-acetat trans-2-heksenil-acetat

Slika 1. Lipoksigenazni put razgradnje masnih kiselina (prema Kalua i sur., 2007)

2.6. PRIMJENA UBRZANOG TOPLINSKOG TRETMANA

Obzirom da u lipoksigenaznom putu i tranformaciji hlapljivihkomponenata sudjeluju
razli¢iti enzimi sa razli¢itim optimalnim temperaturama (tablica 1), modulaciju procesa
proizvodnje moguce je prilagoditi ovisno o rezultatu, odnosno, osjetilnim notama koje

proizvodac zeli istaknuti.

Kako je ve¢ receno, lipoksigenazni put zapocinje djelovanjem lipoksigenaze na slobodne
masne kiseline. Optimalno djelovanje lipoksigenaze ocituje se na temperaturama blizu 30 °C,
no pokazala se kao termicki nestabilna te joj se na 60 °C aktivnost smanjuje na manje od 10 %
unutar 1 minute (Nardella i sur., 2023; Kalua i sur., 2007). Ridolfi i suradnici (2002) ustanovili
su da lipoksigenaza pokazuje ¢ak oko 80 % svoje maksimalne aktivnosti na temperaturnim
rasponima izmedu 20 i 40 °C. Temperatura od 80 °C inhibira ju 80 - 90 % u krac¢em
vremenskom periodu obrade dok je tretman od 15 minuta potpuno eliminira. Uz navedeno,
temperatura od 50 °C inhibira djelovanje lipoksigenaze otprilike oko 40 % za sortu Kalamata,
a 60 - 70 % za sortu Ascolana Tenera i FS17 (Ridolfi i sur., 2002). Suprotno tome Georgalaki

i suradnici (1998) zabiljezili su znacajnu aktivnost lipoksigenaze sve do 55 °C, zakljuCujuci



kako je vjerovatno to razlog zasto ovaj enzim moZze barem djelomi¢no opstati kroz cijeli proces

proizvodnje maslinova ulja (Georgalaki i sur., 1998).

Tablica 1. Parametri temperature i pH vrijednosti potrebnih za enzimatsku aktivnost (prema

Kalua i sur., 2007)

Enzim Temperatura pH
acil hidrolaza - 8 - 9 (8,5 optimum)
lipoksigenaza 30 °C (optimum) 5,2-6,6
55 °C (maksimum) 5,5-6,0
5,0-17,5
(6,0 — 6,1 optimum)
hidroperoksid liaza 15 °C (optimum) 5,0-7,0
35 °C (maksimum) 6,0 (optimum)

5,7 (optimum)

alkohol dehidrogenaza - 5,0-8,5
6,8 (optimum)

alkohol acetil transferaza 35 °C (optimum) 8,0 (optimum)
7,5 (optimum)
6,8 (optimum)

Hidroperoksid liaza takoder je toplinski labilna i aktivnost joj se moZze brzo smanjiti na nekoliko
postotaka izvorne aktivnosti na povisenim temperaturama. Maksimalna aktivnost primije¢ena
jena 15 °C s jasnim padom na 35 °C. Pokazuje optimalnu aktivnost u blago kiselim uvjetima.
Zabiljezeno je da toplinski tretmani izmedu 60 i 68 °C poti¢u djelomi¢nu deaktivaciju
enzimskog sustava lipoksigenaza/hidroperoksid liaza smanjujuci sintezu spojeva C6 i CS5

(Kalua i sur., 2007).

Alkohol dehidrogenazi pogoduju temperautre od 22 °C §to rezultira maksimalnom
proizvodnjom aldehida (heksanal i (E)-2-heksenal) i razvojem zelenih i lisnatih nota povezanih
s (E)-2-heksenalom, a smanjenjem vo¢nih i slatkih nota. Istrazivanja su pokazala da povecanje
temperature u zadnjem dijelu mijesenja dovodi do smanjenja aldehida i povecanja alkohola i to
pogotovo na 30 °C. Naravno, opisani mehanizmi nisu bili izrazeni kod svih kultivara

podjednako (Nardella i sur., 2023).

Aktivnost alkohol acil transferaze pokazuje maksimum na 35 °C, iznad koje dolazi do
znaCajnog smanjenja aktivnosti. UoCeni su razliCiti temperaturni rasponi gdje je aktivnost

alkohol acil transferaze bila omogucena. Aktivnost enzima pracena je kroz koncentraciju
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produkata reakcija koje taj enzim katalizira - hlapljivih esterskih spojeva. Toplinski tretmani
izmedu 60 i 68 °C nisu utjecali na aktivnost alkohol acil transferaze tako da da je sadrzaj C6
estera u maslinovom ulju ostao gotovo konstantan (Perez et al., 2003). Medutim, doslo je do
nakupljanja alkohola kada je aktivnost alkohol acil transferaze bila niza od enzima koji joj u
lipoksigenaznom putu prethode ¢ime je doslo da disbalansa koncentracije supstrata i
raspoloZzivosti enzima. Poveéanje aktivnosti alkohol acil transferaze moze povecati proizvodnju
hlapljivih estera koji su odgovorni za voénu i slatku aromu u maslinovom ulju. Aktivnost
alkohol acil transferaze moZe se poboljsati odabirom kultivara i modificiranjem procesa
ekstrakcije, kao $to je rad na nizim temperaturama kako bi se sprijecila inaktivacija enzima i

potaknula povecana aktivnost esterifikacije (Kalua i sur., 2007).

U procesima tradicionalne proizvodnje mijeSenje tijesta i toplinsko kondicioniranje
odvijaju se u isto vrijeme. Ipak, vrijeme trajanja toplinskog kondicioniranja u ovom slucaju je
relativno dugo zbog slabe ucinkovitosti prijenosa temperature. Kod odabira neprikladnih
parametara malaksacije, tj. duljeg procesa i/ili viSe temperature od optimalne moze se aktivirati
1 put pretvorbe aminokiselina, $to u konacnici rezultira poviSenim razinama 2- i 3-metil
butanala, koji odgovaraju tipicnim senzorskim notama povezanim s zagrijanim uljem. Dakle,
niZze temperature mijeSenja poticu razvoj aldehida, dok vise temperature poticu pretvorbu u
alkohole koji se dalje mogu transformirati u estere. Primjena temperature od 18 °C kroz cijeli
postupak mijeSenja pokazala je povecan sadrzaj C6 aldehida kroz poboljSanu aktivnost
hidroperoksid liaze i to unato¢ dokazima da hidroperoksid liaza ima maksimalno djelovanje na

15 °C (Nardella i sur., 2023).

Metoda primjene ubrzanog toplinskog procesa je inovativan pristup rjeSavanju ovog
problema kojim se toplinsko kondicioniranje maslinovog tijesta primjenjuje prije samog
mijesenja. Na taj nacin moguce je utjecati i na trajanje mijesenja, a posljedicno i na trajanje
cijelog procesa proizvodnje kao i kvalitetu i prinos ulja. Prema literaturim navodima Veneziani
1 suradnici (2015), svi uzorci djevicanskog maslinovog ulja tretirani ubrzanim toplinskim
procesom pokazali su znacajne izmjene u pogledu hlapljivih spojeva i to zbog aktivnosti enzima
lipokisgenaznog puta tijekom obrade. Ubrzani toplinski tretman maslinovog tijesta primijenjen
na industrijskom mlinu s ciljem poboljSanja kapaciteta proizvodnje, omogucio je znacajno
povecanje hlapljivih spojeva odgovornih za pozitivna mirisna svojstva u usporedbi s
tradicionalnim postupkom mijeSenja. Provedena istrazivanja obuhvatila su uzorke razlicitih

talijanskih sorti masline podvrgnutih ubrzanom toplinskom tretmanu na 25 i 30 °C.
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U usporedbi s maslinovim tijestom tretiranim tradicionalnim postpukom, rezultati su pokazali:

e 7znacajno povecanje C6 aldehidia tj. (E)-2-heksenala i to do ¢ak preko 32 % kod
tretmana sa 25 °C, a 12 % kod tretmana sa 30 °C,

e smanjenje C6 zasic¢enih i nezasi¢enih alkohola,

e blagi porast C5 nezasic¢enih alkohola,

e porast vrijednosti koncentracije estera, tocnije heksil acetata i to za 56,2 kod tretmana
sa 25 °C162,8 % kod 30 °C, te (Z2)-3-heksenil acetata za 61,5 % na 25 °C i 63,4 % na
30 °C.

Ovi rezultati omogucili su promatranje varijabilnosti u stvaranju hlapljivih spojeva tijekom
obrade odredene sorte. Varijabilnosti su rezultat razlicitih razina aktivnosti svakog enzima
ukljuc¢enog u lipoksigenazni put. Uz navedeno, ubrzani toplinski tretman doprinosi i lomljenju
stanica parenhima i agregacijama kapljica ulja i prije samog procesa mijesenja (Esposto i sur.,

2013).

Ubrzani toplinski tretman bio bi od posebnog znacaja kao metoda izbora u onim
geografskim zonama gdje masline karakteriziraju vrlo niske temperature prije njihove prerade.
Niske temperature ploda prije obrade predstavljaju prepreku u tehnoloskom procesu jer je
potrebno produljiti postupak mijesenja da bi se postigle optimalne temperature potrebne za
preradu maslinovog tijesta. Primjenom ubrzanog toplinskog tretmana tijesta nakon drobljenja,
razlika izmedu temperature pulpe masline i optimalnog procesa ekstrakcije djevicanskog

maslinovog ulja temperatura u kratkom vremenu bi se smanjila (Esposto i sur., 2013).

Vazno je znati da upotreba ubrzanog toplinskog tretmana nije pokazala utjecaj na udio
slobodnih masnih kiselina ili na peroksidne vrijednosti. Navedeno dovodi do zakljucka da
toplinsko moduliranje mehanicke ekstrakcije ne utjeCe na uobicajene kemijske i biokemijske
procese razgradnje masti, odnosno aktivnost lipaze. Dalje, istrazivanja su pokazala da porast
razine fenola nakon upotrebe ubrzanog toplinskog tretmana prati povecanje duljine vremena
mijesenja. Isto se oCitovalo u ve¢im koncentracijama fenola u uljima ekstrahiranim nakon 15
minuta mijeSenja, a pogotovo nakon 20 minuta mijeSenja. S druge strane procesi mijesenja u
trajanju od 10 minuta nisu dali slicne rezultate u poredenju s tradicionalnim postupkom.
Zaklju¢no, postupak mijeSenja nakon ubrzanog toplinskog tretmana potrebno je provoditi u
trajanju od minimalno 15 minuta. To je potrebno kako bi se postigla poboljsana ekstrakcija

fenola u djevicansko maslinovo ulje i vegetabilnu vodu, a kao rezultat poboljSane razgradnje
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stanicne stijenke endogenim depolimeriziraju¢im enzimima. lako je utjecaj sorte na razinu
fenola neupitan, objavljeni rezultati ukazuju na konzistentnost u rezultatima istrazivanja
utjecaja ubrzanog toplinskog tretmana na fenolni sastav djevicanskog maslinovog ulja

(Veneziani i sur., 2015).

2.7. ALTERNATIVNI PRISTUP PROVODENJU UBRZANOG TOPLINSKOG
TRETMANA

Cilj uporabe ubrzanog toplinskog tretmana je prevladavanje nedostataka i bolje iskoriStenje
tradicionalnog procesa mijesenja. Industrija je prepoznala benefite toplinskog tretiranja
maslinovog tijesta te na trziStu trenutno postoje u ponudi izmjenjivaci topline u tu svrhu
(Pieralisi Protoreattore, Pieralisi, Jesi, Italija; Alfa Laval EVO-line, Alfa Laval,Lund, Svedska),
a u pripremnoj fazi za proizvodnju je i kombinirani izmjenjivac topline sa ultrazvukom. Treba
imati na umu da uvodenje u pogon novih tehnologija na ovom nivou ipak podrazumijeva ne
samo financijsku investiciju, ve¢ i potrebne zahvate u adaptaciji postrojenja a dugorocno
gledajuci i vecu potro$nju energenata. Kao alternativu takvoj investiciji Plasquy i suradnici
predlazu prilagodavanje temperature maslinovog ploda toplinskim tretmanom prije drobljenja

(Plasquy i sur., 2021).

Naime, preporuka je procesirati masline unutar 24 sata od berbe $to ponekad nije moguce
zbog podkapacitiranost pogona, odnosno u situacijama kada ubrana koli¢ina voc¢a premasuje
kapacitete prerade raspolozivih mlinova §to iziskuje odredeno vrijeme skladiStenja maslina do
prerade. Tijekom duljeg perioda skladiStenja u maslini dolazi do razvoja hidrolitickih i
oksidativnih procesa. Uz navedeno, razvoj relativno visokih temperatura, odnosno sobnih
temperatura, tijekom skladiStenja pogoduje i razvoju razlicitih mikroorganizama, truljenju
maslina, anaerobnoj fermentaciji $to dovodi do Stetnih promjena u fizikalno-kemijskim
svojstvima masline i naruSavanja senzorskih karakteristika ulja. S tim razlogom, provedeno je
istrazivanje o moguénostima skladiStenja maslina na nizim temperaturama toc¢nije na 4 °C.
Rezultati su pokazali da je skladiStenje u navedenim uvjetima omogucilo potrebno o¢uvanje
kvalitete ploda masline. Senzorska kvaliteta ulja dobivenog iz tako skladiStenih maslina
najsli¢nija je kvaliteti svjezeg ulja iz kontrole koje je odgovaralo najvisoj kategoriji kvalitete,

ekstra djevicanskog maslinovog ulja (Brki¢ Bubola i sur., 2020).
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Mljevenjem temperatura maslina, odnosno maslinovog tijesta podiZe se za najmanje 5 °C.
Posljedi¢no, postizanje optimuma temperature maslinovog tijesta od 25 do 30 °C predstavlja
izazov ako plodovi masline dolaze u uljaru na temperaturi visoj od 25 °C. To je dodatni razlog
koji idu u prilog hladenju maslina prije drobljenja, a najoptimalnije odmah nakon berbe da bi
se usporilo djelovanje enzima ukljucenih u kvarenje. Hladenje ploda masline moguce je izvesti
1 unutar pogona strujanjem hladnog zraka ili hidro-hladenjem. Nize temperature jesu pogodne
za skladiStenje maslina, ali nisu pogodne za ekstrakciju ulja iz masline. Optimizacija procesa
mijeSenja podrazumijeva podesavanje temperature tijesta prije ulaska u malakser. Plasquy i
suradnici (2021) ispitali su utjecaj pranja maslina prije drobljenja uporabom tople vode na
temperaturu maslinovog tijesta uzimajuci u obzir raspon temperatura mijesenja od 25 do 30 °C
kao optimalne. Laboratorijskim pokusima kasnije preslikanim u pilot postrojenju ispitivali su
izvedivost zagrijavanja masline na 10 °C ili manje tijekom potapanja u kadu za pranje s ciljem
postizanja temperature maslinovog tijesta od oko 27 °C prije samog ulaska u malakser.
Uspjesne rezultate ostvarili su potapanjem maslina u vodu temperature od 35 do 40 °C u
vremenu od 15 do 20 sekundi. Na temelju tih rezultata zakljuceno je da je optimizaciju
malaksacije moguce posti¢i upotrebom grijane kade za pranje uz manje investicijske troskove
i lakSu integraciju u postojece sustave. Kadu za pranje potrebno je opremiti sigurnim i
ucinkovitim sustavom grijanja kojim bi se mogla osigurati stabilna temperatura vode tijekom
obrade. Sustav grijanja trebao bi biti povezan sa termostatom koji prati temperaturu maslinovog
tijesta prije ulaska u malakser da bi povratnom informacijom mogao regulirati paljenje i gasenje

grijaca, odnosno, kontrolorati temperaturu vode za pranje (Plasquy i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Tijekom izrade ovog diplomskog rada koriSteni su uzorci djevicanskog maslinovog ulja (tablica
2) proizvedeni laboratorijskim postupkom uz ubrzani toplinski tretman, a u proizvodnji

djevicanskog maslinovog ulja koristene sorte su istarska bjelica, oblica, rosulja i levantinka.

Tablica 2. Lista uzoraka

1 bjelica kontrola

2 bjelica 15

3 bjelica 20

4 bjelica 25

5 bjelica 30

6 bjelica 35

7 bjelica 40

8 levantinka  kontrola

9 levantinka 15

10 levantinka 20 ) N
11 levantinka 25 Ubrzani t(:{)}l}l};;ﬂ tretman
12 levantinka 30

13 levantinka 35

14 levantinka 40

15 oblica kontrola

16 oblica 15

17 oblica 20

18 oblica 25

19 oblica 30
20 oblica 35
21 oblica 40
22 rosulja kontrola
23 rosulja 15
24 rosulja 20
25 rosulja 25
26 rosulja 30 Toplinski tretman
27 rosulja 35 (TT)
28 rosulja 40
29 oblica 30
30 oblica 35
31 oblica 40
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Skladistenje uzoraka djevicanskog maslinovog ulja nakon proizvodnje osigurano je u
bo¢icama od tamnog stakla volumena od 50 mL, 100 mL i 500 mL, pod duSikom te na

temperaturama od oko 20 °C.
Reagensi koriSteni za analizu hlapljivih komponenti su:

e 4-metil-2-pentanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)
e n-heksan- (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)
e heptan (Fluka Chemie AG, Buchs, Svicarska)

Oprema koriStena za analizu hlapljivih komponenti:

e analiticka vaga

e mechanicka pipeta

e SPME aparatura za mikroekstrakciju na krutoj fazi (Supelco 57330-U, Bellefonte,
SAD)

e termostat s magnetskom mijesalicom (Pierce, Reacti-Therm heating/stirring module)

e plinski kromatograf (8890 GC System, Santa Clara, SAD)

e kolona (HP-5ms, Agilent 190915-433)

e spektrometar masa s trostrukim kvadrupolom (7000D GC/TQ, Agilent Technologies,
Santa Clara, SAD).
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3.2. METODE

3.2.1. Laboratorijska proizvodnja djeviCanskog maslinovog ulja uz ubrzani toplinski
tretman
Djevic¢ansko maslinovo ulje proizvedeno je u laboratorijskim uvjetima na laboratorijskoj

pilot uljari Abencor (MC2 Ingenieria y Sistemas S.L., Sevilla, Spanjolska) sastavljenoj od:

1. mlina ¢eki¢ara (MM-100)
2. termomijesalice s vodenom kupelji (TM-100)

3. centrifuge (CF-100).

Prije meljave plodova maslina, isti su o¢iS¢eni i oprani, a nakon mljevenja tijesto plodova
maslina je podvrgnuto ubrzanom toplinskom tretmanu pri sljede¢im temperaturnim rezimima:

15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 140 °C.

Zagrijavanje maslinovog tijesta na temperature od 25 °C, 30 °C, 35 °C, i 40 °C, odnosno
ubrzani toplinski tretman, provodi se u termostatu s vodenom kupelji (GRANT, SUB Aqua Pro,
model: SAP12). Tijesto se rasporeduje u plasti¢ne posudice oblozene aluminijskom folijom s
gornje strane u svrhu ravnomjerne raspodijele topline. Toplina se prenosi kondukcijom preko
vode, a temperaturu maslinovog tijesta potrebno je kontinuirano pratiti ubodnim termometrom
(Quartz). Za postizanje temperature tijesta od 40 °C, voda u vodenoj kupelji zagrijava se na 52
°C, dok je za nize temperature tijesta od 25 do 35 °C dovoljno posti¢i temperaturu vode od 50
°C. Proces zagrijavanja tijesta do postizanja zeljenih temperatura traje od 1 do 3 minute, a ne
smije trajati viSe od 10 minuta. Drugi nacin zagrijavanja maslinovog tijesta, odnosno toplinski
tretman, provodi se rasporedivanjem maslinovog tijesta na pladnjeve od inoxa. Maslinovo
tijesto u koli¢ini od otprilike 800 g rasporeduje se na pladnjeve od inoxa slojevito u visini 1 —

1,5 cm. Zagrijavanje na 45 °C provodi se u termostatu, a prijenos topline odvija se konvekcijom.

U svrhu hladenja maslinovo tijesto rasporedeno je na pladnjeve od inoksa gdje se toplinska
energija odvodi konvekcijom, a proces hladenja provodi se u uredaju za ubrzano hladenje (Blast
chiller TECNODOM ATTO05 ATTILA ABB) na temperaturi od — 18 °C. Zeljena temperatura
maslinovog tijesta od 15 °C i 20 °C postize se u periodu od 1 do 3 minute, a postupak hladenja

prati se ubodnim termometrom (Quartz) i ne smije biti duzi od 10 minuta.

Toplinski predtretirano maslinovo tijesto podvrgava se postupcima mijesenja na
temperaturi od 27 °C kroz 40 minuta, zatim centrifugiranja na laboratorijskoj pilot-uljari

Abencor gdje se ulje izdvaja uz 3500 okr/min kroz 90 sekundi, i naposlijetku izbistravanja finim
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centrifugiranjem pri 18 °C na centrifugi sa sustavom hladenja Hettich Universal 320R (Andreas

Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Njemacka) pri 5000 okr/min kroz 4 minute.

3.2.2. Odredivanje hlapljivih komponenti
U uzorcima djeviCanskog maslinovog ulja odreden je sastav i udio hlapljivih
komponenata koriStenjem plinske kromatografije uz spektrometriju masa (GC/MS).
Izolacija komponenti izvrSena je ,,headspace™ mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPME) gdje
je koristeno 2 cm dugo divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksansko (DVB/CAR/PDMS)

vlakno, debljine omotaca polimera 50/30 pm.

Za pripremu uzorka koristena je staklena vijala od 20 mL u koju je prvo odvagano 0,015
g internog standarda (0,15 %-tna otopina 4-metil-2-pentanola u suncokretovom ulju), a zatim
dodan uzorak djevicanskog maslinovog ulja do odvage od 10 g. Nakon vaganja u vijalu je dodan
magnet za mijeSanje sadrzaja, a vijala je zatvorena pomocu Cepa sa silikonskim septumom.
Vijala je potom smjeStena u kuciste termostata s magnetskom mijesalicom na 40 °C uz
konstantno mijeSanje. Nakon 10 minuta termostatiranja uzorka, iglom SPME drzaca probijen
je silikonski septum Cepa vijale, vlakno je izvuéeno iz igle te pocinje proces adsorpcije
hlapljivih komponenti iz zra¢nog prostora iznad uzorka na vlakno u trajanju od 30 minuta. Po
zavrSetku adsorpcije, vlakno je uvuceno natrag u iglu prije vadenja igle iz vijale, a SPME drzac
je u sto kratem vremenu manualno injektiran u plinski kromatograf gdje se dalje odvila
desorpcija hlapljivih komponenti ekstrahiranih na vlakno u ,,splitless* nacinu rada kroz 1

minutu.

Radni uvjeti plinskog kromatografa:

e plin nosioc: helij
e protok plina nosioca: 1.5 mL/min
e temperatura injekcijskog bloka: 260 °C
e pocetna temperatura peci: 30 °C, izotermno zadrZana 3 minute
e brzina povecanja temperature:
o 5°C/mindo 150 °C
o 20°C/mindo 250 °C
e konacna temperatura peéi: 250 °C, izotermno zadrzana 5 minuta

e trajanje mjerenja: 37 minuta.
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Razdvajanje spojeva izvrSeno je kapilarnom kolonom (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) s 5 %-tnim
fenilmetilpolisiloksanom kao stacionarnom fazom, dok je identifikacija spojeva izvrSena
usporedivanjem retencijskog vremena i masenih spektara detektiranih hlapljivih spojeva s
vrijednostima standarda te spektrima masa dostupnim u bazama podataka u NIST-u (engl.
National Institute of Standards and Technology). Kvantificiranje spojeva izvrSeno je uporabom
dobivenih kromatograma urac¢unavajuci odziv i koncentraciju internog standarda (4-metil-2-

pentanola) za svako injektiranje.

Koncentracija spojeva racuna se prema sljedecoj formuli:

A (x)-m (is) -y (is)
A (is) *m (uz) - 1000

v (x) (mg/kg) =
gdje je :
Y (xy — masena koncentracija spoja
A (y — povrsina pika spoja
m (is) — masa internog standarda
Y (is) — koncentracija internog standarda
A (is) — povrsina pika internog standarda
m (uz) — masa uzorka ( masa ulja + masa internog standarda)

1000 — korekcija za izratun u mg/kg

3.2.3. Statisticke metode
Za analizirane uzorke provedena je i statisticka obrada podataka, to¢nije analiza varijance
(ANOVA) s razinom vjerojatnosti 95 %, p < 0,05. Analizirane su dvije nezavisne varijable;

temperatura i sorta te njihova interakcija.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Sastav hlapljivih spojeva u djevic¢anskom maslinovom ulju kljucan je aspekt koji odreduje
kvalitetu ulja i znacajno utjeCe na njegove senzorske karakteristike. KoriStenjem inovativnih
tehnologija proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja pokuSava se optimirati iskoristivost

proizvodnog procesa te modulirati parametre od znacaja za kvalitetu finalnog proizvoda.

Primarni cilj ovog istrazivanja bio je provesti sveobuhvatnu analizu sastava hlapljivih
spojeva, s posebnim naglaskom na ispitivanje utjecaja primjene ubrzanog toplinskog tretmana
kao nove tehnologije na aktivaciju i popratne biokemijske procese endogenih enzima masline.
Nadalje, kako bismo osigurali cjelovito razumijevanje utjecaja razlicitih temperaturnih rezima
na proizvodni proces, uzeli smo u obzir i potencijalne Stetne posljedice koje mogu nastati
primjenom takvih tretmana, procijenivsi utjecaj ubrzanog toplinskog tretmana ne samo na
sastav hlapljivih komponenata dobivenih putem lipoksigenaze nego i oksidacijskim

mehanizmima.

Istrazivanje je provedeno analizom uzoraka te provodenjem kvantifikacije i identifikacije
hlapljivih komponenti u djevicanskim maslinovim uljima proizvedenih od autotonih hrvatskih
sorti istarske bjelice, oblice, rosulje i levantinke. Dobiveni rezultati analize koncentracije
hlapljivih komponenti dodatno su podvrgnuti statistiCkoj obradi podataka, odnosno analizi
varijance. Ti su rezultati prakazani tabli¢no za jednostavnu referencu i interpretaciju. Dodatno,
predviden je graficki prikaz kako bi se vizualno ilustrirala usporedba koncentracija hlapljivih
spojeva u odnosu na razli¢ite Cimbenike kao Sto su razliite sorte, vrsta primijenjenog
toplinskog tretmana ili biokemijsko podrijetlo spojeva, posebno naglasavajuéi razliku izmedu

lipoksigenaznog puta i oksidacijskih procesa.

Prema literaturnim podacima (Koprivnjak, 2006) preduvjet za razvitak pozeljnih hlapljivih
komponenata djevicanskog maslinovog ulja, koje obuhvaé¢aju pikantnost, umjerenu gorcinu, i
miris po plodu masline kao i razli¢itom zelenilu, vocu, povréu, ¢ine zdrav i optimalno zreo plod
masline te proces prerade odraden na korektan nacin. Ispunjeni preduvjeti rezultiraju sastavom
hlapljivih komponenata koje ¢ine 60 do 80 % aldehidi, alkoholi i esteri koji nastaju u nizu
enzimskih reakcija zvanih lipoksigenazni put koje se odvijaju u vrijeme mljevena maslina i

mijeSenja maslinovog tijesta, i to su:
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1. C5 komponente arome:
a. 2-pentenal
b. 1-penten-3-on
c. 1l-penten-3-ol
d. Z-2-penten-1-ol
e. E-2-penten-1-ol

2. C6 aldehidi:
a. Heksanal,
b. Z-3-heksenal
c. 2-heksenal
3. C6 alkoholi:
a. 1- heksanol
b. (Z)-3-heksen-1-ol
c. 2-heksen-1-ol
4. C6 esteri:
a. Heksil acetat

b. Z-3-heksenil acetat

Uz navedene spojeve kao produkt lipoksigenaznog puta Cecchi i sur. (2021) navode i 2-heksenil
acetat. Dalje, prema Silva i sur. (2022) 2-heksen-1-ol i (Z)-3-heksen-1-ol imaju slicna
retencijska vremena kao i 2-hexenal $to moze predstavljati zapreku u procesu identifikacije
uzimajuci u obzir ¢injenicu da je (E)-2-heksenal najzastupljenija komponenta hlapljivih tvari
visoko kvalitetnih djevi¢anskih maslinovih ulja. Slijede¢i navedeno, analiza uzoraka
djevicanskog maslinovog ulja bjelice, oblice, rosulje i levantinke pokazala je podudaranje sa
literaturom osim u sluCaju heksanala, (Z)-3-heksen-1-ola i Z-3-heksenil acetata koji nisu

detektirani, a rezultati analize prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Koncentracije hlapljivih komponenata u uzorcima djevicanskog maslinovog ulja

Sorta: Bjelica

Broj uzorka: 1 2 3 4 5 6 7
Spoj / Uzorak* kontrola 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40 °C

1-penten-3-ol 1,88+0,23 | 1,55+0,15 | 1,42+0,27 | 1,96x0,11 | 1,67+0,05 | 1,42+0,09 | 1,32+0,08
1-penten-3-on 5,78+0,60 | 3,87+0,44 | 4,39+0,84 | 5,13+1,21 | 5,12+0,29 | 4,80+0,41 | 4,67+0,36
(E)-2-penten-1-ol 0,18+0,01 | 0,12+0,02 | 0,12+0,03 | 0,21+0,06 | 0,16+0,01 | 0,14+0,02 | 0,13+0,01
(Z)-2-penten-1-ol 1,81+0,22 | 1,42+0,20 | 1,23+0,27 | 1,85+0,10 | 1,61+0,06 | 1,30+0,11 | 1,26+0,05
Z-3-heksenal 2,84+0,32 | 2,23+0,23 | 1,85+0,45 | 2,23+0,23 | 2,21£0,12 | 1,94+0,16 | 2,35+0,11
3-heksen-1-ol 1,55+0,24 | 1,20£0,16 | 0,95+0,18 | 1,76+0,75 | 1,42+0,22 | 0,91+0,13 | 1,21+0,05
2-heksen-1-ol 0,10+0,01 | 0,08+0,01 | 0,08+0,02 | 0,05+0,05 | 0,11£0,01 | 0,09+0,01 | 0,09+0,01
1-heksanol 0,48+0,06 | 0,36+0,03 | 0,31+0,07 | 1,11£1,12 | 0,46+0,02 | 0,35+0,03 | 0,38+0,05
4-Oksoheks-2-enal 0,41£0,06 | 0,31£0,21 | 0,34£0,07 | 0,29+0,09 | 0,35+0,05 | 0,34+0,05 | 0,40+0,04
3-heksenil acetate 5,2942,69 | 5,02+0,35 | 3,71+1,14 | 3,3440,12 | 5,44+0,36 | 4,06:0,93 | 3,34+0,48
heksil acetate 1,99+0,24 | 1,60+0,18 | 1,45+0,41 | 1,66+0,04 | 1,81£0,08 | 1,52+0,20 | 1,37+0,14
2-heksenil acetate 0,13£0,02 | 0,05+0,06 | 0,01+0,03 nd 0,10+£0,01 | 0,05+0,04 | 0,02+0,04
3-metilbutanal 0,04+0,03 | 0,01£0,02 | 0,04+0,02 | 0,16+0,01 | 0,07+0,00 | 0,07+0,01 | 0,08+0,01
2-metilbutanal 0,08+0,01 | 0,06+0,01 | 0,08+0,02 | 0,28+0,01 | 0,11£0,01 | 0,11+0,02 | 0,13+0,01
pentanal 0,69+0,26 | 0,37+0,05 | 0,54+0,09 | 1,92+1,14 | 0,58+0,14 | 0,70+0,13 | 0,49+0,20
2-pentenal 0,20+0,04 | 0,13+0,02 | 0,14+0,05 | 0,17+0,06 | 0,20+0,02 | 0,18+0,03 | 0,19+0,02
2-metil-4-pentenal nd nd nd nd nd nd nd
2-heksenal 6,77+0,62 | 5,38+0,91 | 4,06+0,74 [ 11,50+1,37| 6,36+0,28 | 4,75+0,48 | 5,87+0,63
2,4-heksadienal 0,75+0,13 | 0,67+0,11 | 0,49+0,19 | 0,65+0,20 | 0,55+0,17 | 0,51£0,21 | 0,56+0,17
(E) 2-heptenal nd nd nd nd nd nd nd
nonanal 0,15+0,02 | 0,13+0,02 | 0,17+0,05 | 0,11+0,01 | 0,20+0,03 | 0,16£0,01 | 0,19+0,03

*opis uzoraka nalazi se u tablici 2

22




Sorta: Levantinka

Broj uzorka: 8 9 10 11 12 13 14
Spoj / Uzorak* kontrola 15°C 20 °C 25°C 30°C 35°C 40 °C

1-penten-3-ol 1,49+0,05 | 1,40+£0,08 | 1,41+0,15 | 1,51+0,13 | 1,50+0,11 | 1,60+0,18 | 1,31+0,14
1-penten-3-on 4,52+0,12 | 4,37+0,28 | 3,83+0,56 | 3,63+1,16 | 4,50+0,27 | 3,44+1,41 | 4,16+0,52
(E)-2-penten-1-ol 0,14+0,01 | 0,13+0,01 | 0,24+0,20 | 0,19+0,07 | 0,13+0,01 | 0,30+0,21 | 0,12+0,02
(Z)-2-penten-1-ol 1,52+0,02 | 1,58+0,07 | 1,52+0,15 | 1,67+0,19 | 1,53+0,10 | 1,53+0,11 | 1,40+0,15
Z-3-heksenal 5,624+0,99 | 7,85+2,96 | 7,58+3,35 | 5,85+1,32 | 5,97+0,44 | 4,92+3,27 | 6,11£1,05
3-heksen-1-ol 1,72+£0,72 | 1,62+0,80 | 1,54+£1,41 | 5,12+5,96 | 1,86+0,61 | 2,00+2,83 | 2,41+0,52
2-heksen-1-ol 0,05+0,03 | 0,03£0,03 | 0,06+0,05 | 0,04+0,04 | 0,07+0,04 | 5,70+7,12 | 0,10+0,02
1-heksanol 0,02+0,03 | 0,09+0,01 | 0,10+0,07 | 0,06+0,05 | 0,07+0,01 | 0,60+0,63 | 0,11+0,03
4-Oksoheks-2-enal 2,50+£0,13 | 2,98+0,42 | 1,99+1,19 | 2,20+0,51 | 2,41+0,17 | 1,68+1,21 | 2,58+0,40
3-heksenil acetate 0,24+0,07 | 0,94+1,04 | 0,31+0,06 | 0,30+0,08 | 0,83+1,04 | 0,25+0,08 | 0,32+0,11
heksil acetate 0,08+0,01 | 0,10+0,03 | 0,13+0,02 | 0,11+0,04 | 0,06=0,03 | 0,10+0,01 | 0,12+0,04
2-heksenil acetate 0,17+0,24 nd nd nd nd nd nd
3-metilbutanal 0,06+0,01 | 0,00+0,00 | 0,03+0,03 | 0,03+0,03 | 0,04+0,03 | 0,03+0,04 | 0,05+0,03
2-metilbutanal 0,06+0,00 | 0,01+0,02 | 0,02+0,03 | 0,04+0,03 | 0,06+0,03 | 0,05+0,04 | 0,06+0,03
pentanal 0,53+0,46 | 0,34+0,08 | 0,79+0,70 | 0,70+0,60 | 0,35+0,06 | 1,13+0,91 | 0,39+0,05
2-pentenal 0,39+0,03 | 0,41+0,10 | 0,23+0,12 | 0,27+0,21 | 0,39+0,09 | 0,23+0,18 | 0,31+0,08
2-metil-4-pentenal 2,45+0,22 | 2,14+1,06 | 0,40+0,94 | 2,02+1,12 | 2,30+0,20 | 1,28+1,11 | 2,10+0,10
2-heksenal 23,74+0,85123,45+1,14 (20,25+1,44 1 21,40+5,83 | 23,91+0,66 | 20,59+3,95 | 19,94+2,18
2,4-heksadienal 2,92+0,35 | 2,41+0,40 | 2,27+1,10 | 2,38+0,79 | 2,62+0,23 | 1,45+1,43 | 2,74+0,42
(E) 2-heptenal nd nd nd nd nd nd nd
nonanal 0,15£0,02 | 0,19+0,02 | 0,19+0,02 | 0,13+0,02 | 0,18+0,02 | 0,20+0,03 | 0,22+0,04

*opis uzoraka nalazi se u tablici 2
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Sorta: Oblica

Broj uzorka: 15 16 17 18 19 20 21
Spoj / Uzorak* kontrola 15°C 20 °C 25°C 30°C 35°C 40 °C

1-penten-3-ol 1,42+0,30 | 1,59+0,12 | 1,62+0,10 | 1,40+0,05 | 1,52+0,12 | 1,41+0,03 | 1,33+0,08
1-penten-3-on 4,92+0,36 | 4,56+0,46 | 4,50+0,28 | 3,44+1,10 | 4,79+0,28 | 5,34+0,29 | 4,95+0,34
(E)-2-penten-1-ol 0,14+0,06 | 0,12+0,01 | 0,35+0,55 | 0,12+0,02 | 0,13+0,01 | 0,15+0,01 | 0,14+0,01
(Z)-2-penten-1-ol 1,30+0,09 | 1,44+0,11 | 2,80+3,25 | 1,29+0,06 | 1,29+0,05 | 1,41+0,02 | 1,30+0,09
Z-3-heksenal 8,07+£2,08 [12,4542,17| 9,194+3,53 | 7,00+£2,08 | 6,49+1,00 | 8,23+0,53 | 6,71+0,59
3-heksen-1-ol 2,32+0,94 | 1,30+0,41 | 1,64+0,46 | 4,41+£3,99 | 1,63+0,26 | 1,25+0,34 | 1,01+£0,12
2-heksen-1-ol nd nd nd 0,34+0,53 | 0,00+0,00 nd nd
1-heksanol nd nd nd 0,43+0,66 | 0,04+0,05 | 0,06:0,04 | 0,04+0,04
4-Oksoheks-2-enal 4,87+1,91 | 5,17+0,62 | 4,11+0,08 | 2,67+0,62 | 2,95+0,17 | 3,12+0,35 | 2,37+0,20
3-heksenil acetate nd nd nd nd nd nd nd
heksil acetate nd nd nd nd nd nd nd
2-heksenil acetate nd nd nd nd nd nd nd
3-metilbutanal 0,01+0,02 | 0,04+0,03 | 0,05+0,02 | 0,08+0,01 nd nd nd
2-metilbutanal 0,03+0,03 | 0,07+0,04 | 0,07+0,01 | 0,12+0,02 nd nd nd
pentanal 0,24+0,12 | 0,17+0,06 | 0,40+0,13 | 0,62+0,55 | 0,48+0,03 | 0,49+0,04 | 0,46+0,04
2-pentenal 0,38+0,07 | 0,34+0,06 | 0,32+0,06 | 0,23+0,10 | 0,34+0,05 | 0,33+0,03 | 0,39+0,03
2-metil-4-pentenal 3,41£0,89 | 3,25+0,22 | 2,37+1,16 | 2,894+0,25 | 2,27+0,16 | 2,44+0,12 | 2,17+0,22
2-heksenal 7,77£1,65 | 9,98+0,86 | 7,42+0,58 | 7,80+1,45 | 6,96+0,21 | 7,02+0,29 | 6,32+0,72
2,4-heksadienal 5,35+£0,84 | 5,47+0,82 | 4,53+0,31 | 3,96+0,82 | 3,52+0,59 | 3,65+0,34 | 3,09+0,24
(E) 2-heptenal nd nd nd nd nd nd nd
nonanal 0,15£0,05 | 0,13+0,05 | 0,19+0,02 | 0,15+0,02 | 0,14+0,02 | 0,15+0,00 | 0,12+0,01

*opis uzoraka nalazi se u tablici 2
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Sorta: Rosulja

Broj uzorka: 22 23 24 25 26 27 28

Spoj / Uzorak* kontrola 15°C 20°C 25°C 30°C ** | 35°C** | 40°C **
1-penten-3-ol 1,13+0,11 | 1,36+0,13 | 1,41£0,08 | 1,22+0,12 | 1,20+0,09 | 1,13+0,09 | 0,93+0,05
1-penten-3-on 4,90+0,19 | 5,67+0,19 | 4,71+0,80 | 4,61+0,53 | 3,45+0,32 | 2,23+0,16 | 2,15+0,51
(E)-2-penten-1-ol 0,12+0,01 | 0,14+0,02 | 0,14£0,01 | 0,13+0,01 | 0,12+0,01 | 0,13+0,01 | 0,14+0,07
(Z)-2-penten-1-ol 1,25+0,06 | 1,55+0,10 | 1,51+0,12 | 1,35+0,14 | 1,22+0,08 | 1,14+0,07 | 0,95+0,05
Z-3-heksenal 5,70+0,89 | 7,67£1,03 | 5,17+1,69 | 4,32+0,89 | 1,44+0,11 | 3,27+0,11 | 2,47+0,80
3-heksen-1-ol 3,00+£0,46 | 2,86+0,59 | 3,75+0,79 | 4,224+0,71 | 3,21+0,24 | 3,33+0,33 | 3,36+0,61
2-heksen-1-ol 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,14+0,27 | 0,04+0,04 | 0,13+0,04 | 0,34+0,03 | 0,59+0,91
1-heksanol 0,77+0,04 | 2,23+£3,26 | 1,11+0,30 | 1,16+0,19 | 0,65+0,08 | 0,79+0,07 | 0,76+0,10
4-Oksoheks-2-enal 1,89+0,10 | 2,59+0,38 | 1,72+0,60 | 1,48+0,25 | 0,45+0,03 | 0,20+0,06 | 0,46+0,18
3-heksenil acetate 1,284+0,07 | 1,48+0,25 | 1,41+£0,46 | 1,65+£0,25 | 0,76+0,06 | 0,37+0,02 | 0,75+0,13
heksil acetate 0,33+0,02 | 0,40+0,08 | 0,38+0,10 | 0,43+0,06 | 0,24+0,01 | 0,10+0,01 | 0,17+0,03
2-heksenil acetate nd nd nd nd nd nd nd
3-metilbutanal 0,01£0,02 | 0,01+0,02 | 0,07+0,05 | 0,09+0,02 | 0,23+0,04 | 0,33+0,04 | 0,12+0,03
2-metilbutanal 0,07+0,03 | 0,04+0,05 | 0,12+0,04 | 0,13+0,03 | 0,40=0,06 | 0,58+0,05 | 0,18+0,04
pentanal 0,62+0,06 | 0,60+0,07 | 0,68+0,09 | 0,63+0,12 | 0,58+0,14 | 0,63+0,24 | 0,74+0,43
2-pentenal 0,25+0,02 | 0,29+0,02 | 0,29+0,07 | 0,29+0,03 | 0,25+0,02 | 0,28+0,02 | 0,26+0,09
2-metil-4-pentenal 2,26+0,21 | 2,81+0,50 | 2,76+0,19 | 2,15+0,21 | 2,08+0,21 nd 1,89+1,48
2-heksenal 5,42+0,88 | 7,04+3,90 |15,43+6,07|11,40+0,24|19,34+2,14(20,75+1,19| 6,50+0,95
2,4-heksadienal 2,54+0,27 | 2,38+1,07 | 2,10£0,61 | 2,06£0,42 | 1,24+0,19 | 0,82+0,37 | 0,98+0,30
(E) 2-heptenal nd nd nd nd nd 0,08+0,05 | 0,04+0,03
nonanal 0,20+0,02 | 0,25+0,06 | 0,40+0,06 | 0,34+0,02 | 0,41+0,03 | 0,95+0,04 | 0,58+0,06

*opis uzoraka nalazi se u tablici 2

**uzorci proizvedeni uz toplinski tretman
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Sorta:  Oblica

Broj uzorka: 29 30 31
Spoj / Uzorak* 30°C ** | 35°C** | 40 °C **
1-penten-3-ol 1,42+0,12 | 1,29+0,11 | 0,92+0,42
1-penten-3-on 2,46+0,93 | 3,31+0,42 | 2,30+0,71
(E)-2-penten-1-ol 0,17+0,05 | 0,09+0,02 | 0,11+0,05
(Z)-2-penten-1-ol 1,39+0,11 | 1,26+0,14 | 1,05+0,09
Z-3-heksenal 5,12+1,89 | 5,25+0,57 | 2,55+0,46
3-heksen-1-ol 7,49+£5.23 | 2,41£0,46 | 2,23+0,53
2-heksen-1-o0l 1,73£1,61 | 0,00+0,00 | 0,39+0,62
1-heksanol 0,24+0,29 | 0,01+£0,02 nd
4-Oksoheks-2-enal 1,86+0,56 | 1,98+0,27 | 1,12+0,18
3-heksenil acetate nd nd nd
heksil acetate nd nd nd
2-heksenil acetate nd nd nd
3-metilbutanal 0,09+0,05 | 0,10+0,01 | 0,10+0,03
2-metilbutanal 0,16+0,05 | 0,15+0,01 | 0,14+0,03
pentanal 0,81+0,59 | 0,29+0,04 | 0,58+0,65
2-pentenal 0,19+0,11 | 0,27+0,04 | 0,24+0,04
2-metil-4-pentenal 2,55+0,68 | 2,68+0,06 | 2,82+0,24
2-heksenal 7,7242,75 | 8,23+0,57 [10,26+1,83
2,4-heksadienal 3,03+0,96 | 3,37+0,17 | 2,46+0,37
(E) 2-heptenal nd nd 0,08+0,07
nonanal 0,13+0,01 | 0,19+0,03 | 0,22+0,03

*opis uzoraka nalazi se u tablici 2

**uzorci proizvedeni uz toplinski tretman

Lipoksigenazni put nije jedini sustav reakcija odgovornih za nastanak hlapljivih
komponenti djevicanskog maslinovog ulja, ve¢ su to i oksidativni procesi kao i mikrobioloska
aktivnost koja je ve¢inom rezultat nepravilnog skladiStenja maslina prije obrade ili skladistenja
nefiltriranog djevicanskog maslinovog ulja. Tako 2-metilbutanal nastaje kao produkt enzimske
aktivnosti iz izoleucina dok 3-metilbutanal potjece iz leucina. Put nastajanja tih aldehida

objasnjen je upravo kao rezultat mikrobioloske aktivnosti plijesni i drugih mikroorganizama
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tijekom anaerobne fermentacije u periodu prije samog mljevenja maslina tijekom predugog
¢ekanja maslina na sam proces mljevenja. Takva ulja dakle imaju manu koja se ocituje mirisom
i okusom po talogu. (Cecchi i sur., 2021). Angerosa i sur. (2004.) pak navode da proizvodnja
2-metilbutanala i 3-metilbutanala moze biti i rezultatom razvoja temperature tijekom

malaksacije koja pogoduje pretvorbi aminokiselina.

Eventualni problem u razluc¢ivanju neZeljenih procesa poput oksidacije koja se moze
odvijati u ulju nastaje promatranjem komponenti koje nisu kao produkt specificne samo za
jednu od reakcija. Kao primjer moZemo navesti heksanal koji je produkt lipoksigenaznog puta,
ali moze nastati i kao produkt oksidacije. Navedena nespecificnost takoder moze biti i razlog
dvojakog djelovanja odredenih hlapljivih komponenti na aromu djevic¢anskog maslinovog ulja
pa tako heksanol (koje nastaje djelovanjem alkohol dehidrogenaze na ve¢ navedeni heksanal)

moze imati pozitivan ili negativan utjecaj na aromu (Cecchi i sur., 2021).

Razvitak poZzeljnih mirisnih svojstava nije odreden samim prisustvom nekog od
navedenih spojeva ve¢ ovisi o viSe faktora kao $to su maseni udjeli spoja koji ovise o sorti, vrsta
i koncentracija enzima u plodu masline, koncentracije pragova detekcije te sinergisticki ucinak
ostalih prisutnih hlapljivih tvari. U pogledu utjecaja na aromu, mozemo rec¢i da neki spojevi
imaju znacajniji doprinos i u tu grupu pripadaju heksanal, Z-3-heksenal i heksenal. Heksanol
pak ima manji znacaj, dok spojevi poput C6 estera i C5 komponenti imaju sinergisticku ulogu
u izgradnji arome ulja uz izuzetak 1-penten-3-ona koji samostalno pridonosi pozeljnoj aromi

ulja (Koprivnjak O, 2006).

Kako bi se usporedile ukupne koncentracije nastalih hlapljivih spojeva za pojedinu sortu
i nacin toplinskog tretmana, izraden je graf (slika 2) gdje je vidljivo kako ubrzanim toplinskim
tretmanom za sortu bjelica, oblica i levantinka nastaje neznatno vise spojeva lipoksigenaznog
puta, u odnosu na sorte tretirane toplinskim procesom (rosulja, oblica), osim u slucaju bjelice.
Moze se pretpostaviti da je razlog tomu Cinjenica da je bjelica sorta koja kasnije dozrijeva pa
su enzimi lipoksigenaznog puta slabije aktivni. Takoder, u slucaju oblice tretirane toplinskim
procesom nastaje manje spojeva lipoksigenaznog puta u odnosu na rosulju tretiranu toplinskim
procesom zbog razlike u njihovom geografskom podrijetlu. Naime, oblica je dalmatinska sorta,
arosulja istarska. Dalmatinsko podrucje karakteriziraju viSe prosje¢ne temperature kroz godinu
nego Istru (DHMZ a, 2023), a viSa temperatura tijekom razvoja ploda masline negativno ¢e
utjecati na nastanak spojeva lipoksigenaznog puta, kako je opisano u radovima Inglese i sur.,

(2010) te Romero i sur. (2016).
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Bjelica LOX UTT
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Sorta, skupina hlapivih spojeva i vrsta toplinskog tretmana

Ukupna koncentracija hlapljivih spojeva mg/kg

LOX — produkti lipoksigenaznog puta, OKSD — produkti oksidacije, UTT — ubrzani toplinski
tretman, TT — toplinski tretman

Slika 2. Prikaz ukupnih koncentracija hlapljivih spojeva ovisno o sorti i toplinskom tretmanu

Prikazani rezultati podudaraju se s rezultatima istrazivanja Luki¢ i sur. (2019) gdje je
navedeno kako sorta ima utjecaj na nastanak spojeva lipoksigenaznog puta. Odnosno, istarske
sorte rosulja i bjelica imaju vise koncentracije hlapljivih spojeva lipoksigenaznog puta u odnosu
na dalmatinsku oblicu, no rosulja ima vece vrijednosti koncentracija u odnosu na bjelicu.
Zakljuéno, upotreba ubrzanog toplinskog procesa, vise ¢e pogodovati nastanku spojeva
lipoksigenaznog puta, osim u slucaju rosulje, sorte koja zbog svojeg geografskog podrucja
uzgoja ima vecu tendenciju za stvaranje produkata lipoksigenaznog puta. No, razlika izmedu
primjenjenog toplinskog tretmana i ubrzanog toplinskog procesa nije toliko znacajna da bi se
predlozila proizvodnja iskljucivo ubrzanim toplinskim procesom, pogotovo kada se uzme u
obzir odabir prave sorte koja neovisno o tretmanu pokazuje vece ukupne koncentracije spojeva
lipoksigenaznog puta u odnosu na sorte tretirane ubrzanim toplinskim procesom. Objasnjenje
ukupne koncentracije spojeva lipoksigenaznog puta koja je nastala kod sorte levantinka nije
spomenuto u istrazivanjima, pa se ne moze sa sigurnosc¢u zakljuciti zbog ¢ega kod nje nastaju
navece koncentracije spojeva lipoksigenaznog puta, osim zbog primjenjene metode ubzanog

toplinskog procesa. Kako bi se to sa sigurno$¢u moglo zakljuciti, potrebno je provesti
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istrazivanje gdje ¢e se koristiti sorta levantinka koja ¢e biti tretirana ubrzanim toplinskim

procesom i toplinskim procesom te usporediti vrijednosti koncentracija hlapljivih spojeva.

Nadalje, iz grafa je vidljivo kako je upotreba ubrzanog toplinskog procesa rezultirala
niskim koncentracijama produkata oksidacije u odnosu na sorte koje su tretirane toplinskim
procesom. Kako istrazivanje nije provedeno primjenom obje vrste toplinskih tretmana na svim
sortama, upitno je da li su ti rezultati ovisni o samom toplinskom tretmanu ili o sorti. Ipak,
posebno je vidljiva razlika izmedu istarske bjelice tretirane ubrzanim toplinskim tretmanom i
rosulje i oblice koje su tretirane toplinskim procesom, prema ¢emu bi bilo moguce pretpostaviti
da ¢e upotreba ubrzanog toplinskog procesa smanjit vjerojatnost nastanka produkata oksidacije
u odnosu na toplinski tretman. Kako bi se poblize usporedila isplativost oba tretmana,
konstruiran je graf (slika 3) kojim se usporeduju ukupne koncentracije spojeva lipoksigenaznog
puta i produkata oksidacije sorte oblica, koja je tretirana ubrzanim toplinskim procesom i

toplinskim procesom.

Oblica LOX UTT

Oblica LOX TT

Oblica OKSD UTT

Oblica OKSD TT

sorta, skupina hlapivih spojeva i vrsta toplinskog tretmana

0 50 100 150 200 250

Ukupna koncentracija hlapljivih spojeva mg/kg

LOX — produkti lipoksigenaznog puta, OKSD — produkti oksidacije, UTT — ubrzani toplinski
tretman, TT — toplinski tretman

Slika 3. Usporedba utjecaja toplinskog tretmana na nastanak hlapljivih spojeva sorte oblica
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Iz grafa je vidljivo kako pri ubrzanom toplinskom tretmanu nastaje za 1,74 % viSe spojeva
lipoksigenaznog puta u odnosu na toplinski tretman. Takoder, toplinskim tretmanom nastaje
3.06 % vise produkata oksidacije, s obzirom da se tijekom toplinskog tretmana tijesto zagrijava
dulje vrijeme na pojedinoj temperaturi, $to i pogoduje nastanku produkata oksidacije. No,
razlika ukupnih koncentracija spojeva nastalih lipoksigenaznim putem te spojeva oksidacije
nije toliko znacajna da bi se moglo sa sigurnosc¢u zakljuciti da je ubrzani toplinski tretman
pozeljniji 1 isplativiji. Potrebno je provesti daljnje istraZivanje gdje bi se utjecaj nastanka

hlapljivih spojeva ubrzanim i toplinskim procesom ispitao kod ostalih sorti maslina.

Kako bi se utvrdila optimalna temperatura toplinskog tretmana tijesta tijekom
proizvodnje ulja, te kako bi se vidjelo na kojoj temperaturi nastaje najvise hlapljivih spojeva,
odnosno spojeva lipoksigenaznog puta te produkata oksidacije, izradeni su grafovi (slika 4, 5 i

6).

- Bjelica = Oblica -~ Levantinka = Rosulja TT -- Oblica TT
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Slika 4. Ovisnost ukupne koncentracije hlapljivih spojeva o temperaturi za pojedinu sortu

(bjelica, oblica i levantinka, te rosulja i oblica proizvedene toplinskim tretmanom)
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Slika 5. Ovisnost ukupne koncentracije spojeva lipoksigenaznog puta o temperaturi za
pojedine sorte (bjelica, oblica i levantinka, te rosulja i oblica proizvedene toplinskim

tretmanom)

Iz grafa mozemo zakljuciti kako je optimalna temperatura za tretman tijesta bjelice 25
°C, jer nam na toj temperaturi nastaje najvise hlapljivih spojeva, odnosno najvise spojeva
lipoksigenaznog puta (slika 5). Kod oblice se moze vidjeti kako najviSe spojeva
lipoksigenaznog puta nastaje pri 15 °C. Porastom temperature koncentracija spojeva
lipoksigenaznog puta pada kod primjene toplinskog tretmana dok kod primjene ubrzanog
toplinskog tretmana pokazuje lagani rast §to je i najvidljivije na temperaturi od 30 °C. Za
proizvodnju ulja od sorte levantinka, prema dobivenim rezultatima najpogodnija je temperatura
od 35 °C, a za sortu rosulja 20 °C jer pri tim temperaturama nastaje najviSe spojeva

lipoksigenaznog puta.

Na slici 6 prikazana je ovisnost ukupne koncentracije produkata oksidacije o temperaturi za
ispitivane sorte bjelica, oblica, levantinka, te rosulja i oblica proizvedene toplinskim

tretmanom.
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Slika 6. Ovisnost koncentracije ukupnih produkata oksidacije o temperaturi za sorte bjelica,

oblica, levantinka te rosulja i oblica proizvedene toplinskim tretmanom

Iz prikazanog grafa (slika 6) vidljivo je kako se kod bjelice razvilo najmanje produkata
oksidacije. Obzirom da je prilikom ispitivanja koristen ubrzani toplinski tretman koji pogoduje
nastanku spojeva lipoksigenaznog puta, a smanjuje vjerojatnost nastanka produkata oksidacije,
moguce je da je isto razlog takvim rezultatima. Prema navedenim rezultatima moze se zakljuciti
daje od svih sorti djevicansko ulje bjelice najstabilnije. Nadalje, vidljivo je kako se pove¢anjem
temperature tretmana kod oblice u oba sluc¢aja (UTT i TT) smanjuje koncentracija nastalih
produkata oksidacije. Kod sorte levantinka najmanja koncentracija produkata oksidacije nastaje
pri temperaturi od 20 °C. Sorta rosulja pokazuje trend smanjenja nastanka produkata oksidacije

sve do 35 °C, a na 40 °C ponovo raste.

Rezultati nastalih ukupnih koncentracija u ovisnosti o sorti i toplinskom tretmanu prikazani su

graficki (slika 7 i 8).
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Slika 7. Ovisnost ukupne koncentracije hlapljivih spojeva o sorti i toplinskom tretmanu

(bjelica, oblica, levantinka, te rosulja i oblica proizvedene toplinskim tretmanom)

Na prikazanom grafu (slika 7) vidljive su ukupne koncentracije hlapljivih komponenata
u odnosu na sve koriStene sorte. Iz prikazanog, moguce je zakljuciti kako je koncentracija 2-
heksenala najviSa u odnosu na sve analizirane spojeve, kod sve 4 ispitane sorte, a najveca
koncentracija je izmjerena kod levantinke. Prema literaturi (Silva i sur., 2021) visoka
koncentracija 2-heksenala je indikator kvalitetnog djevi¢anskog maslinovog ulja. Kod oblice je
izmjerena najvisa koncentracija Z 3-heksenala. Najveca ukupna koncentracija 1-penten-3-ona
te estera 3-heksenil acetata i heksil acetata izmjerena je kod bjelice, Sto se podudara s
rezultatima rada Luki¢ i sur. (2019). NajviSa koncentracija spojeva oksidacije 2-metil-4-
pentenala i 2,4-heksadienala izmjerena je kod oblice, a nesto visa koncentracija nastala je kod
oblice tretirane toplinskim tretmanom u odnosu na oblicu tretiranu ubrzanim toplinskom
tretmanom. Ukupno je najvisa koncentracija estera detektirana kod sorte istarska bjelica, Sto se
podudara s podacima iz rada Luki¢ i sur. (2019), gdje je usporedivana koncentracija estera kod

sorti istrarska bjelica, buza, oblica, lastovka, rosinjola i leccino.
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Slika 8. Ovisnost ukupne koncentracije hlapljivih spojeva o toplinskom tretmanu

(oblica tretirana ubrzanim toplinskim tretmanom i toplinskim tretmanom)

Usporedbom dva toplinska procesa, iz rezultata (slika 8) moZzemo zakljuciti kako ¢e
primjenom ubrzanog toplinskog procesa nastati viSe spojeva lipoksigenaznog puta (1-penten-
3-0l, 1-penten-3-on, (E)-2-penten-1-ol, (Z)-2-penten-1-ol, Z-3-heksenal, 3-heksen-1-ol, 2-
heksen-1-o0l, 1-heksanol, 4-Oksoheks-2-enal, 3-heksenil acetate, heksil acetate, 2-heksenil
acetat, 2-heksenal), osim u slucaju 3-heksen-1-ola i 2-hexenala ¢ija je izmjerena koncentracija
visa kod oblice koja je tretirana toplinskim tretmanom. Vazno je napomenuti kako esteri 3-
heksenil acetat, heksil acetat i 2-heksenil acetat nisu detektirani kod oblice. Dobiveni rezultati
ne podudaraju se s istrazivanjem Luki¢ i sur. (2019), gdje su detektirane koncentracije heksil
acetata, 3-heksenil acetata i 2-heksenil acetata, no od svih analiziranih sorti (buza, istarska
bjelica, oblica, rosinjola, lastovka i leccino), kod oblice su najmanje. Takoder, primjenom
toplinskog procesa nastaje veca koncentracija spojeva oksidacije u odnosu na primjenu

ubrzanog toplinskog procesa.
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Tablica 4. Utjecaj primjene razlicitih toplinskih tretmana na ukupne koncentracije hlapljivih
spojeva u sortama bjelica, oblica, levantinka i rosulja

) Ubrzani toplinski tretman Toplinski tretman

opol bjelica oblica levantinka znacaj|rosulja znacaj oblica znacaj
1-penten-3-ol 11,21 10,28 10,21 cgk 8,37 cgl 9,65 bm
1-penten-3-on I 33,76 32,49 28,44 afl | 27,70  chl 2549 do
(E)-2-penten-1-ol I 1,06 1,14 1,25 dhl 0,90 dhl 1,10  bm
(Z)-2-penten-1-ol I 10,47 10,82 10,74 dhl 8,97 dhl 10,54  bms
Z 3-heksenal I 15,65 58,13 43,90 agl | 30,03 cgl 49,64 bo
3-heksen-1-ol I 8,99 13,56 16,27 dhl | 23,73 dhl 21,81 dm
2-heksen-1-ol I 0,59 0,34 6,05 dhl 1,23 dhl 2,46 dp
1-heksanol I 3,44 0,56 1,05 dgl 7,47 dgl 0,68 dp
4-Oksoheks-2-enal 2,43 25,24 16,33 bgi 8,79 cgi 21,77 bo
3-heksenil acetat I 30,20 nd 3,18 agl 7,68 cgk nd
heksil acetat L1140  nd 0,71 agi | 2,05 cgk  nd
2-heksenil acetat I 0,37 nd 0,17 cfi nd nd
2-heksenal I 44,68 53,26 153,28 bgi | 85,86 cgk 59,18 dm
pentanal 520 2.84 423 bel | 447  del 3,09 dp
2-pentenal I 1,21 2,32 2,21 dgl 1,89 dhl 1,96 do
2-metil-4-pentenal I nd 18,80 12,69 bgi 13,94 bgi 19,97 dm
2,4-heksadienal I 4,16 29,55 16,79 bgi 12,12 cgl 28,16 dp
(E) 2-heptenal I nd nd nd 0,12 chj 0,08 amr
nonanal L LIl 1,03 1,25 b | 3,12 gk 1,16  ans
3-metilbutanal I 0,47 0,17 0,23 cgk 0,86 cgk 0,47 do
2-metilbutanal I 0,83 0,29 0,30 cgk 1,53 cgk 0,74 do

a — p<0,05 za parametar temperature, b — p<0,01 za parametar temperature, ¢ — p<0,001 za
parametar temperature, d — p>0,05 za parametar temperature, e — p<0,05 za parametar sorte, f
—p<0,01 za parametar sorte, g — p<0,001 za parametar sorte, h — p>0,05 za parametar sorte, i
— p<0,05 za parametar interakcije temperature i sorte, j — p<0,01 za parametar interakcije
temperature i sorte, k — p<0,001 za parametar interakcije temperature i sorte, 1 — p>0,05 za
parametar interakcije temperature i sorte, m — p<<0,05 za parametar nacina zagrijavanja, n —
p<0,01 za parametar nacina zagrijavanja, 0 — p<0,001 za parametar nacina zagrijavanja, p —
p>0,05 za parametar nacina zagrijavanja, r - p<0,05 za interakciju temperature i nacina
zagrijavanja, s - p<0,01 za interakciju temperature i nacina zagrijavanja *nd — nije
detektirano.
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U tablici 4 prikazani su rezultati provedene analize varijance za sorte tretirane ubrzanim
toplinskim procesom (bjelica, oblica i levantinka), toplinskim procesom (rosulja, oblica) te

usporedba ubrzanog toplinskog procesa i toplinskog procesa za sortu oblica.

Iz analize podataka za sorte tretirane ubrzanim toplinskim procesom zakljuceno je
sljedece: parametar temperature pokazuje dvojak utjecaj na produkte lipoksigenaznog puta u
sortama tretiranim ubrzanim toplinskim tretmanom gdje mozemo primjetiti statisticki znacajan
utjecaj na spojeve l-penten-3-on, Z 3-heksenal, 3-heksenil acetat, heksil acetat, visoko
statisticki znaCajan utjecaj na spojeve 4-oksoheks-2-enal, 2-heksenal, pentanal, 2-metil-4-
pentenal, 2,4 heksadienal, nonanal gdje su ve¢inom zastupljeni spojevi oksidacije, zatim visoko
statisticki znacajan utjecaj na visokoj razini za spojeve 1-penten-3-ol, 2-heksenil acetat i 3-
metilbutanal te 2-metilbutanal. Dakle na produktima oksidacije primjecen utjecaj temperature
moze se okarakterizirati kao visoko znacajan do visoko statisticki znacajan na visokoj razini.
Drugim rijeCima, stvaranje spojeva oksidacije izravno je rezultat utjecaja temperature. Isto
potvrduju rezultati analiza sorti rosulja i oblica koje su tretirane toplinskim tretmanom gdje je

maslinovo tijesto dulje bilo izloZeno utjecaju temperature.

Parametar sorte koje su tretirane ubrzanim toplinskim procesom ne pokazuje statisticki
znacaj na utjecaj nastanka spojeva lipoksigenaznog puta (2-heksen-1-ola, 3-heksen-1-ola, (Z)-
2-penten-1-ola i (E)-2-penten-1-ola). Analizirani parametar pokazuje statisticki znacajni utjecaj
na nastanak produkta oksidacije i to pentanala. StatistiCki visok znaCaj ima za spojeve
lipoksigenaznog puta: 1-penten-3-on, 2-heksenil acetat i glavnog indikatora oksidacije
nonanala, a statisticki visok znacaj na visokoj razini za: 1-heksanol, Z-3-heksenal, 1-penten-3-
ol, 4-oksoheks-2-enal, 3-heksenil acetat, heksil acetat i 2-heksenal, te produkte oksidacije 2-
metil-4-pentenal, 2-pentenal, 2,4-heksadienal i produkte anaerobne fermentacije 2-
metilbutanala i 3-metilbutanala. Zakljucujemo da sorta ima utjecaj na nastanak spojeva

lipoksigenaznog puta te produkata oksidacije.

Interakcija izmedu temperature i sorte nije pokazala statisticki znaCaj za nastanak 1-
heksanola, 2-heksen-1-ola, 3-heksen-1-ola, Z-3-heksenala, (Z)-2-penten-1-ola, (E)-2-penten-1-
ola, 1-penten-3-ona i 3-heksenil acetata i produkata oksidacije 2-pentenala, pentenala. Nadalje,
interakcija je pokazala statisticki znacaj za nastanak produkata oksidacije 2-heksenal, 2-metil-
4-pentenal, 2,4-heksadienala te produkata LOX 4-oksoheks-2-enal i 2-heksenil acetat.
Nastanak heksil acetata i nonanala pokazao je statisticki visok znacaj za analiziran parametar
interakcije, a statisticki visok znacaj na visokoj razini za spojeve 1-penten-3-ol, 2-metilbutanal
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i 3-metilbutanal. Prisutnost (E) 2-heptenala nije detektirana. Interakcija izmedu analizirana dva

parametra pokazuje utjecaj na nastanak spojeva lipoksigenaznog puta i produkata oksidacije.

Iz rezultata analize varijance za sorte tretirane toplinskim tretmanom proizlazi kako
temperatura nema statisticki znacajan utjecaj na nastanak spojeva lipoksigenaznog puta 1-
heksanol, 2-heksen-1-ol, 3-heksen-1-ol, (Z)-2-penten-1-ol, (E)-2-penten-1-ol te za produkte
oksidacije 2-pentenal i pentenal. Temperatura ima visoki statisticki znacaj za koncentraciju 2-
metil-4-pentenala i 2—heksenala. Koncentracija 2-heksenala se povecava povecanjem
temperature kod toplinskog tretmana oblice i rosulje, a koncentracija 2-metil-4-pentenala je
konstantna pri svim temperaturama kod obje sorte. Temperatura ima visok statisti¢ki znacaj na
visokoj razini na nastanak spojeva lipoksigenaznog puta (Z-3-heksenal, 1-penten-3-on, 1-
penten-3-ol, 4-oksoheks-2-enal, 3-heksenil acetat, heksil acetat) te produkata oksidacije 2,4-
heksadienal, (E) 2-heptenal i nonanal te produkate fermentacije 2-metilbutanal i1 3-
metilbutanal. No, koncentracija spojeva lipoksigenazog sustava je veca pri niZim
temperaturama, a koncentracija produkata oksidacije je ve¢a na visim temperaturama kod obje
sorte. Nadalje, parametar sorte nema statisticki znacaj za spojeve 2-heksen-1-ola, 3-heksen-1-
ola, (Z)-2-penten-1-ola, (E)-2-penten-1-ola, 1-penten-3-ona (lipoksigenazni put) te za produkt
oksidacije (E)-2-heptenal, dok je statisticki znaCajan za nastanak pentanala koji je takoder
produkt oksidacije. Visok statisticki znacaj na visokoj razini pokazuje za nastanak spojeva
lipoksigenaznog puta, a to su 1-heksanol, Z-3-heksenal, 1-penten-3-ol, 4-oksoheks-2-enal, 3-
heksenil acetat, heksil acetat i 2-heksenal te produkata oksidacije: 2-metil-4-pentenal, 2-
pentenal, 2,4-heksadienal i nonanal te 2-etilbutanal i 3-metilbutanal. Dakle, geografsko
podrijetlo sorti rosulje (Istra) i oblice (Dalmacija), zbog razlicitih klimatskih uvjeta tijekom
dozrijevanja ploda, znacajno utjee na koncentraciju nastalih spojeva lipoksigenaznog puta. Za
podrucje Istre karakteristicne su nize temperature tijekom godine, u odnosu na Dalmaciju
(DHMZ b, 2023). U radovima Inglese i sur. (2010) te Romero i sur. (2016) navedeno je kako
viSa temperatura kroz godinu tijekom uzgoja maslina ima negativan u¢inak na nastanak spojeva
lipoksigenaznog puta. Interakcija izmedu temperature i sorte ne pokazuje statisticki znacaj za
nastanak spojeva lipoksigenaznog puta (1-heksanola, 2-heksen-1-ola, 3-heksen-1-ola, Z-3-
heksenala, (Z)-2-penten-1-ola, (E)-2-penten-1-ola, 1-penten-3-ona, 1-penten-3-ola) te 2-
pentenala, pentenala i 2,4-heksadienala §to su produkti oksidacije. Za nastanak 2-metil-4-
pentenala (oksidacija) i 4-oksoheks-2-enala (LOX), interakcija pokazuje statisticki znacaj.
Parametar pokazuje visok statisticki znacaj za nastanak produkta oksidacije (E) 2-heptenala, a

visok statisti¢ki znacaj na visokoj razini za nastanak 2-metilbutanala, 3-metilbutanala i glavnog
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indikatora oksidacije nonanala te produkata lipoksigenaznog puta heksil acetata 3-heksenil
acetata i 2-heksenala. Koncentracija 2-heksenil acetata nije detektirana. Vise temperature
pogodovat ¢e nastanku produkata oksidacije, te imati negativan u¢inak na nastanak spojeva
lipoksigenaznog puta. Takoder, geografsko podrijetlo oblice uvjetovat ¢e ukupno manjom

koncentracijom spojeva lipoksigenaznog puta u odnosu na rosulju.

Analiza varijance za sortu oblice koja je tretirana ubrzanim toplinskim tretmanom i
toplinskim tretmanom pokazuje razinu statistickog znaCaja za individualne parametre
temperature i nacina zagrijavanja. Iz rezultata proizlazi kako temperatura nema statisticki
znaCajan utjecaj na nastanak spojeva lipoksigenaznog puta (1-heksanol, 2-heksen-1-ol, 3-
heksen-1-ol i (E)-2-penten-1-o0l, 2-heksenal) niti na nastanak produkata oksidacije (2-metil-4-
pentenal, 2-pentenal, 1-penten-3-on i 2,4-heksadienal) kada usporedujemo utjecaj temperature
kod iste sorte tretirane razlicitim reZimom zagrijavanja. No, temperatura ima statisticki znacajni
utjecaj na nastanak spojeva oksidacije nonanala i (E)-2-heptenala, Sto bi znacilo da je
vjerojatnost njihova nastanka s obzirom na parametar temperature visa od 95 %. Spojevi
lipoksigenaznog puta, kao Sto su Z-3-heksenal, (Z)-2-penten-1-ol, 1-penten-3-ol i 4-oksoheks-
2-enal, nastaju u vise od 99,99 % slucajeva s obzirom na parametar temperature prilikom
usporedbe analize sorte oblica tretirane ubrzanim toplinskim procesom i toplinskim procesom.
Kada govorimo o statistickoj razini nastanka spojeva lipoksigenaznog puta i produkata
oksidacije, tada parametar na¢ina toplinskog procesa kojim je tretirana analizirana sorta oblica
proizlaze sljedec¢i zakljucci: rezim toplinskog tretmana nema statisticki znacaj i utjecaj na
nastanak spojeva 1-heksanol, 2-heksen-1-ol, (E)-2-penten-1-ol koji su nastali lipoksigenaznim
putem, te na nastanak spojeva pentenal i 2,4-heksadienal, produkti oksidacije. Toplinski rezim
ima statisticki znacaj na nastanak spojeva lipoksigenaznog puta, a to su: 3-heksen-1-ol i 2-
heksenal kojih viSe nastaje pri toplinskom tretmanu. Spojevi LOX (Z)-2-penten-1-ol i 1-
penten-3-ol nastaju u viSim koncentracijama ubrzanim toplinskim tretmanom. Produkti
oksidacije: 2-metil-4-pentenal i (E) 2-heptenal, viSe nastaju prilikom toplinskog tretmana kako
je vidljivo iz tablice 4. Iz toga proizlazi da je veca vjerojatnost da ¢e nastati spojevi oksidacije
prilikom toplinskog tretmana tijesta, s obzirom da je njihov nastanak pogodovan dugotrajnijim
zagrijavanjem tijesta prilikom obrade. S obzirom na statisticki znacaj nastanka nonanala ovisno
0 parametru temperature i visokom statistickom znacaju ovisno o parametru rezima toplinske
obrade, mozemo zakljuciti da ¢e se povecati vjerojatnost nastanka glavnog produkta oksidacije,
nonanala, ovisno o temperaturi i toplinskom rezimu proizvodnje maslinovog ulja. 1z rezultata

je vidljivo kako je koncentracija nonanala viSa u uzorcima oblice Cije je tijesto tretirano
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toplinskim tretmanom. Nadalje, produkti lipoksigenaznog puta (Z-3-heksenal, 1-penten-3-on,
4-oksoheks-2-enal) nastat ¢e u 99,99 % slucajeva ovisno o koriStenom toplinskom tretmanu
kao i produkt oksidacije 2-pentenal. Takoder, vjerojatnost nastanka spojeva lipoksigenaznog
puta veca je od koli¢ine nastalih produkata oksidacije, ovisno o temperaturi i odabranom
toplinskom rezimu, tj ukupno ¢e viSe spojeva lipoksigenaznog puta nastati koriStenjem
ubrzanog toplinskog procesa (Tablica 4). Spojevi 3-heksenil acetat, heksil acetat i 2-heksenil
acetat nisu detektirani prilikom analize sorte oblice na temperaturama od 30 °C, 35 °C i 40 °C
kod oba koriStena toplinska rezima. Za spojeve 2-metilbutanal i 3-metilbutanal sama
temperatura ne pokazuje statisticki znacaj, dok toplinski tretman, odnosno duljina izlaganja

odredenoj temperaturi, ima visok statisticki znacaj na visokoj razini.
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5.

1.

ZAKLJUCCI

U pogledu ukupne koncentracije spojeva lipoksigenaznog puta, koriStenjem ubrzanog
toplinskog tretmana nastaje viSe spojeva lipoksigenaznog puta, u odnosu na sorte
tretirane toplinskim procesom.

Ubrzani toplinski proces rezultirao je vecom koncentracijom odredenih favorabilnih
hlapljivih spojeva koji su nositelji pozeljnih senzorskih atributa (na primjer poput Z-3-
heksenala, i 1-penten-3-ona koji su nositelj ,,zelenih* nota i za koje je zabiljezena veca
koncentracija kod UTT oblice u odnosu na TT oblicu). To potvrduje potencijal
koriStenja ubrzanog toplinskog tretmana za modeliranje senzorskih svojstava
djevicanskih maslinovih ulja.

Svojstvo sorte, odnosno geografskog podrucja uzgoja pokazalo se kao kljucan ¢imbenik
u pogledu ukupne koncentracije hlapljivih spojeva pa su istarske sorte rosulja i bjelica,
pokazale su vecu koncentraciju hlapljivih spojeva lipoksigenaznog puta u usporedbi s
dalmatinskom oblicom. Tako apliciranje ubrzanog toplinskog tretmana ima potencijal
za optimiranje proizvodnje sorti koje se uzgajaju u Dalmaciji.

Razlike medu sortama vidljive su i u razli¢itim optimalnim temperaturama za nastanak
najvece koncentracije spojeva lipoksigenaznog puta (oblica 15 °C, rosulja 20 °C, bjelica
25 °C, levantinka 35 °C) §to potvrduje literarne navode o vaZnosti razmatranja
genetskog potencijala masline kod odabira parametara procesa proizvodnje.

U odnosu na  toplinski tretman, ubrzani toplinski tretman rezultira nizim
koncentracijama produkata oksidacije ¢ime se postize bolja kvaliteta i stabilnost
proizvedenog ulja Sto daje veliku vrijednost upotrebi ubrzanog toplinskog tretmana i
potencijal za upotrebu i optimiranje proizvodnje i kod sorti bogatijih spojevima

lipoksigenznog puta kao sto je bjelica.
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