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1 UVOD

Djevicansko maslinovo ulje (DMU) karakteristi¢no po svojim senzorskim i nutritivnim
svojstvima, sadrzi visok udio mononezasi¢enih masnih Kiselina kao i visok omjer ®w6:m3
masnih kiselina. Bogato je sekundarnim spojevima poput monoacilglicerola, diacilglicerola,
ugljikovodika, sterola, alifatskih alkohola, tokoferola, pigmenta i fenolnih spojeva. Fenolni
spojevi karakteristi¢éni za DMU su flavonoidi, sekoiridoidi, poput oleuropeina i ligstrozida,
lignani, fenolne kiseline te fenolni alkoholi poput tirosola i hidroksitirosola. Fenolni spojevi su
zasluzni za brojne bioloSke aktivnosti DMU-a kao §to su antioksidacijsko, protuupalno,
antimikrobno, antitumorsko i antialergijsko djelovanje. Takoder, iako prisutni u niskim
koncentracijama, fenolni spojevi mogu sprijeciti ili usporiti oksidaciju zbog koje dolazi do
smanjenja nutritivne vrijednosti i senzorske kvalitete ulja. Udio fenolnih spojeva u DMU-u
ovisi o brojnim ¢imbenicima kao §to su udio u plodu te uvjeti tijekom proizvodnje 1 skladistenja

ulja.

S ciljem unaprjedenja proizvodnje DMU-a sve se viSe razvija primjena novih
inovativnih tehnologija poput ultrazvuka i pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEP) ¢ijim se blagim
uvjetima nastoje smanjiti negativni uc¢inci mijeSenja maslinova tijesta. Primjena inovativnih
tehnologija se temelji na sposobnosti razaranja stani¢ne stijenke i membrane, uslijed Cega
nastaju pore te se povecava permeabilnost membrane, a u konacnici se postize u€inkovitija
ekstrakcija ulja. Uvodenjem predtretmana ultrazvukom ili PEP-em nastoji se povecati prinos
ulja, bez utjecaja na glavne komponente i senzorska svojstva uz ocuvanje §to veéeg broja
sekundarnih komponenata. Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj predtretmana ultrazvukom i
PEP-em na maslinovo tijesto tijekom proizvodnje DMU-a na sastav fenolnih spojeva prisutnih

u DMU-ima proizvedenima iz hrvatskih autohtonih sorti maslina.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 Djevicansko maslinovo ulje

Djevi¢ansko maslinovo ulje je jestivo biljno ulje, zuto-zelene boje, koje se dobiva iz
plodova masline (Olea europaea L.) te je primarni izvor masnoc¢a u mediteranskoj prehrani.
Sve je veca potraznja za vrhunskim DMU-em Kkoje je karakteristicno po jedinstvenim
senzorskim i nutritivnim svojstvima zahvaljujuéi visokoj koncentraciji oleinske masne kiseline
I prisutnosti sekundarnih metabolita poput fenolnih spojeva, tokoferola i hlapivih organskih
spojeva (Tarapoulouzi i sur., 2022; Cecchi i sur., 2021). DMU se proizvodi iz plodova masline
mehanickim putem ili drugim fizickim sredstvima, pod uvjetima koji ne dovode do promjena
u ulju, s posebnim obra¢anjem paznje na toplinske uvjete. Plodovi maslina ne smiju biti
podvrgnuti nikakvom tretmanu osim pranja, a proizvedeno ulje ne smije biti podvrgnuto

nikakvim tretmanima osim dekantiranja, centrifugiranja i filtracije (Cecchi i sur., 2021).

Prema Uredbi (EU) br. 1308/2013 Europskog parlamenta i Vijeca DMU-a se dijele

na:

a) Ekstra DMU; maslinovo ulje visoke kakvoce dobiveno izravno iz plodova maslina
isklju¢ivo mehanickim postupcima, koje sadrzi najvise 0,8 g slobodnih masnih
kiselina izrazenih kao oleinska kiselina na 100 g ulja;

b) DMU; maslinovo ulje dobiveno izravno iz plodova maslina isklju¢ivo mehani¢kim
postupcima, koje sadrzi najviSe 2 g na 100 g slobodnih masnih kiselina izraZzenih
kao oleinska kiselina;

c) Maslinovo ulje lampante; DMU koje sadrzi vise od 2 g na 100 g slobodnih masnih

kiselina izrazenih kao oleinska kiselina.

Kvaliteta DMU-a se odreduje na temelju udjela slobodnih masnih kiselina, peroksidnog
broja, specificne apsorpcije u spektru ultraljubi¢astog zracCenja, senzorske analize i
koncentracije specifi¢nih spojeva, a ovisi o procesu proizvodnje i uvjetima skladistenja. Udio
masnih kiselina te sastav i udio bioaktivnih spojeva ovise o geografskom polozaju i klimatskim
uvjetima, sezoni berbe, starosti stabla te postupcima i tretmanom tijekom berbe maslina i

proizvodnje ulja (Kalogianni i sur., 2019).



2.1.1 Sorte maslina

Republika Hrvatska obiluje autohtonim sortama maslina, a razlikujemo istarske sorte
poput rosulje i istarske bjelice te dalmatinske sorte poput oblice i1 levantinke (Jemri¢, 2013).
Kemijski sastav pojedinih sorta ovisi o genetskom podrijetlu, geografskim i agronomskim
¢imbenicima, a sorta utjete na fizikalno-kemijska i senzorska svojstva ulja (Zaneti¢ i sur.,
2021). Razlike izmedu ukupnih fenolnih spojeva izmedu razli¢itih sorta takoder ovise o

prisutnim enzimima u plodovima kao i o njihovoj aktivnosti (Jukié Spika i sur., 2022).

Oblica je najzastupljenija sorta masline u Hrvatskoj koja ¢ini oko 75 % ukupnog broja
stabala maslina. Prednost ove sorte je otpornost na susu i niske temperature tijekom zime, a
ulje dobiveno iz ploda se smatra visoko kvalitetnim (Jemri¢, 2013; Strikié i sur., 2009). Oblica
ima stablo srednjeg rasta sa zaobljenom kro$njom, plodove okruglog oblika prosjeéne tezine 5
g s udjelom ulja od 18 do 21 %. Tijekom sazrijevanja boja ploda prelazi iz svijetlo zelene,
preko ruzicaste do tamno ljubiCaste. S obzirom da sazrijeva neravnomjerno, tijekom berbe su
zastupljeni plodovi od zelene do tamnoljubidaste boje (Zaneti¢ i sur., 2021; Zeiner i sur., 2010).
DMU proizvedeno iz sorte oblice ima voéni okus s laganom notom zelene trave i dobro
izrazenom 1 uravnotezenom gor¢inom i oporosti, dok je trpkost slabo izrazena. Smatra se

slatkastim uljem sa zadovoljavaju¢om i1 zaokruzenom gorc¢inom i pikantnosti (Zaneti¢ i sur.,

2021).

Levantinka je dalmatinska sorta, koja ima gustu zaobljenu kroSnju, srednje krupne
plodove izduzenog elipticnog oblika, koji se formiraju u grozdove. Srednja tezina ploda je oko
4,5 g, a sadrzi 20 % ulja. DMU proizvedeno iz sorte levantinke ima aromu badema poprac¢enu
notama zelene trave i laganim voénim okusom. Smatra se da ima dobro izbalansiranu gor¢inu

i pikantnost, §to se povezuje s mirisom na zelenu travu (Zanetié i sur., 2021).

Istarska bjelica je istarska sorta masline koja se odlikuje kvalitetnim uljem, te je otporna
na niske temperature (Jemri¢, 2013). Karakteristi¢na je po boji plodova koji tijekom zrenja ne
mijenjaju boju u tamnu nego zadrZavaju zeleno-zute nijanse. Ima visok prinos ulja te podnosi
kasniju berbu pri ¢emu ulje zadrzava organolepticka svojstva i stabilnost (Benci¢ i sur., 2009).
Istarska bjelica kasno sazrijeva i karakterizira se dobrom produktivnosc¢u s visokim masenim
udjelom ulja (Poljuha i sur., 2008). Ulje iz plodova sorte istarske bjelice karakterizirano je
intenzivnom gor¢inom 1 oporosti te slabo izrazenim zelenim i voénim mirisima. Takva
senzorska svojstva se pripisuju visokoj koncentraciji fenolnih spojeva koji znacajno doprinose

nutritivnoj vrijednosti ulja (Luki¢ i sur., 2017).



Rosulja je istarska sorta masline koja se najviSe uzgaja u okolici Rovinja, Vodnjana i
Vrsara, a uzgaja se za proizvodnju ulja. Plod je jajolikog oblika srednje tezine, zaobljenog vrha.
Udio ulja u plodu iznosi 35,29 % (Godena i sur., 2009). Rosulja je pogodna kao sirovina za
proizvodnju ulja, otporna je na slano¢u i dobro uspijeva na crvenici, karakteristicnom tlu Istre

(Poljuha i sur., 2008).

2.1.2 Proces proizvodnje djevi¢anskog maslinovog ulja

Konvencionalna proizvodnja DMU-a se sastoji od ¢iSéenja, pranja, mljevenja,
mijeSenja 1 separacije ulja. Nakon branja plodova provodi se ¢iS¢enje uklanjanjem lisc¢a i
necisto¢a, nakon &ega se masline peru vodom. Cis¢enjem i pranjem se uklanjaju necistoce i
strani materijali poput prasine, liS¢a, kamenja, a provodi se radi sprje¢avanja oneciS¢enja,
poboljsanja kvalitete ulja, ali i kako bi se osigurala mehanicka sigurnost opreme. S obzirom da
se DMU ne rafinira, potrebno je provesti pranje kako bi se uklonile necistoce i kontaminanti S
povrsine ploda (poput pesticida), koji se kod drugih ulja uklanjaju tijekom rafinacije
(Kalogianni i sur., 2019; Kapellakis i sur., 2008).

Mljevenje je mehanicki proces usitnjavanja maslina uslijed ¢ega dolazi do oSte¢enja
stani¢nih stijenki te se iz stanica ispustaju kapljice ulja. Uz mljevenje pulpe u ovom procesu
dolazi i1 do drobljenja sjemenke. Upotreba odgovaraju¢e opreme i uvjeta utjecu na kvalitetu
ulja. Tijekom mljevenja dolazi do zagrijavanja maslinovog tijesta $to poboljsava ekstrakciju

fenolnih spojeva u ulje (Kalogianni i sur., 2019; Kapellakis i sur., 2008).

Mljevenjem se dobiva maslinovo tijesto koje se potom mijesi s ciljem razbijanja nastale
emulzije, odnosno provodi se mijeSenje. Kapljice ulja se oslobadaju iz uljnih stanica te se
spajaju u vece kapi ¢ime se postize bolje odvajanje uljne od vodene faze. MijeSenjem se postize
bolje iskoriStenje procesa izdvajanja ulja, bolja kvaliteta 1 viSa nutritivna vrijednost ulja, a
obi¢no traje od 30 do 45 minuta. Povecanje temperature rezultira manjom viskozno$¢u ulja 1
vecim iskoriStenjem, no moZze do¢i do gubitaka hlapljivih spojeva te promjene boje i povecanja
kiselosti. Temperatura, trajanje mijesenja, sastav zraka te dodatak vode imaju visoki utjecaj na
reoloska svojstva maslinovog tijesta, a samim time i na iskoristenje procesa proizvodnje i

kvalitetu ulja (Kalogianni i sur., 2019; Veneziani i sur., 2016; Kapellakis i sur., 2008).

Separacija ulja iz tijesta se u proslosti provodila preSanjem na hidraulickim preSama

dok se danas uglavnom upotrebljavaju centrifugalni sustavi. Odvajanje se temelji na



centrifugalnoj sili koja odvaja ulje od ostatka tijesta s obzirom na razli¢itu gustoc¢u. Tijekom
razdvajanja ovisno o vrsti separatora nastaju dvije (komina s vodom i ulje) ili tri faze (komina,
vegetabilna voda i ulje) (Kalogianni i sur., 2019; Kapellakis i sur., 2008). Proizvedeno ulje se
dodatno disti filtracijom ili bistri talozenjem Cime se uklanja zaostala voda te mehaniCke

necistoc¢e, nakon ¢ega se puni u boce (Veneziani i sur., 2016).

2.1.3 Kemijski sastav djevicanskog maslinovog ulja

Glavne komponente DMU-a su triacilgliceroli (97 - 99 %), no sadrzi i brojne manje
zastupljene komponente poput monoacilglicerola, diacilglicerola, ugljikovodika, sterola,
alifatskih alkohola, tokoferola, pigmenta i fenolnih spojeva koji ostaju sacuvani tijekom
proizvodnje. Navedene komponente doprinose fizikalno-kemijskim svojstvima, aromi,
nutritivnoj vrijednosti i zdravstvenim uéincima DMU-a (Jimenez-Lopez i sur., 2020; Uncu i
Ozen, 2020).

DMU sadrzi visok udio mononezasi¢enih masnih kiselina (65 — 83 %), posebice
oleinske, nize udjele zasi¢enih masnih kiselina, najviSe palmitinske, te neke viSestruko
nezasi¢ene masne kiseline, poput linolne. Karakterizira ga i visok omjer ®6:®3 masnih
kiselina, te ne sadrzi trans-masne kiseline (Jimenez-Lopez i sur., 2020; Foscolou i sur., 2018).
Najzastupljenije masne kiseline u DMU-u su oleinska, linolna, palmitinska, stearinska i
linolenska masna kiselina (Tarapoulouzi i sur., 2022). Udio masnih kiselina zastupljenih u
DMU-u prikazan je u tablici 1. Sastav varira ovisno o geografskom podrijetlu, klimatskim
uvjetima, sorti, stupnju zrelosti, uvjetima ekstrakcije i uvjetima skladistenja ulja (Jimenez-
Lopez i sur., 2020).



Tablica 1. Sastav masnih kiselina u DMU-u (Tarapoulouzi i sur., 2022)

Masna kiselina Udio (%)
Mirisitnska C14:0 0,05

Palmitinska C16:0 9,4-19,5

Palmitoleinska Cle6:1 0,6-3,2
Heptadekanska C17:0 0,07 -0,13
Heptadecenska Ci7:1 0,17 - 0,24

Stearinska C18:0 1,4-3,0
Oleinska C18:1 63,1, — 79,7
Linolna C18:2 6,6 — 14,8
a-linolenska C18:3 0,46 - 0,69

Arahinska C20:0 0,3-04

Gadoleinska C20:1 0,2-0,3
Behenska C22:0 0,09-0,12
Lignocerinska C24:0 0,04 - 0,05

Koncentracija diacilglicerola iznosi od 1 do 2,8 %, a koncentracija monoacilglicerola
iznosi do 0,25 % (Tarapoulouzi i sur., 2022). Dva najzastupljenija ugljikovodika DMU-a su
skvalen i1 B-karoten, a prisutni su i diterpenski i triterpenski ugljikovodici. Upravo se skvalen
smatra djelomi¢no odgovornim za pozitivan u¢inak DMU-a na zdravlje. Udio skvalena u ulju

se kre¢e od 200 do 8260 mg/kg ulja, a ovisi o sorti masline (Jimenez-Lopez i sur., 2020).

Ukupna koli¢ina sterola u DMU-u iznosi od 1000 do 2000 mg/kg ulja, a prisutni su
uobiajeni steroli (4-desmetilsteroli), 4a-metilsteroli, triterpenski alkoholi i triterpenski
dialkoholi. Dominantni steroli su B-sitosterol, A5-avenasterol i kampesterol (Jimenez-Lopez i
sur., 2020).

Alifatski i1 aromatski alkoholi u maslinovom ulju se nalaze u slobodnom ili
esterificiranom obliku. Najvazniji su masni alkoholi (dokozanol, tetrakozanol, heksakozanol i

oktakozanol) i diterpenski alkoholi (fitol i geranilgeraniol) (Boskou i sur., 2006).

Tokoferoli su vitamini topljivi u mastima znacajni zbog svojeg antioksidacijskog
djelovanja. Utjecu na povecanje stabilnosti ulja sprjecavajuci termooksidaciju tijekom przenja

te fotooksidaciju tijekom skladistenja ulja (Ghanbari i sur., 2012). 90 % prisutnih tokoferola



¢ini a-tokoferol u slobodnom obliku, dok su B-, y- i -tokoferoli zastupljeni u znac¢ajno manjim
koncentracijama. Razina a-tokoferola je povezana s visokom razinom pigmenta klorofila i
antioksidacijskim svojstvima (Jimenez-Lopez i sur., 2020), a zrenjem plodova dolazi do

smanjenja koncentracije tokoferola (Boskou i sur., 2006).

Zeleno 7uta boja DMU-a je rezultat prisutnosti pigmenata klorofila (feofitin) i
karotenoida (lutein i f-karoten). Na razinu prisutnih pigmenata u ulju utjecu sorta masline,

stupanj zrelosti maslina, nacin izdvajanja ulja i uvjeti skladistenja (Boskou i sur., 2006).

2.1.3.1 Fenolni spojevi u djevicanskom maslinovom ulju

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti prisutni u biljkama, topljivi u vodi, ¢iji je
zajednicki element aromatski prsten povezan s najmanje jednom hidroksilnom skupinom. Uz
fenolne spojeve vezu se brojne biolosSke aktivnosti kao $to su antioksidacijsko, protuupalno,
antimikrobno, antitumorsko, antialergijsko i antihipertenzivno djelovanje, povecanje
aktivnosti vitamina A 1 B-karotena, prevencija kroni¢nih bolesti, povecana imunoloSka
aktivnost te smanjenje razine kolesterola u plazmi (Chavez Ramos i sur., 2019; Veneziani i
sur., 2016; Ghanbari i sur., 2012). Navedeni pozitivni zdravstveni u¢inci su usko povezani s
njihovom kemijskom strukturom, posebno zbog prisutnosti jedne ili vise hidroksilnih skupina
(Rodriguez-Lopez i sur., 2020). Prisutni u malim koncentracijama u hrani, fenolni spojevi
mogu sprijeciti ili usporiti oksidaciju zbog koje dolazi do smanjenja nutritivne vrijednosti i

senzorske kvalitete (Keceli i sur., 2017; Veneziani i sur., 2016).

Fenolni spojevi se mogu Klasificirati prema njihovim kemijskim svojstvima: prema
broju aromatskih prstena, broju ugljika, broju hidroksilnih skupina, topljivosti, itd (Kotton i
sur., 2022). U tablici 2 prikazana je podjela fenolnih spojeva s obzirom na broj aromatskih

prstena i broj ugljikovih atoma.



Tablica 2. Klasifikacija fenolnih spojeva (Kotton i sur., 2022)

Broj aromatskih - .
Broj ugljikovih atoma Kategorija
prstena
C6 Jednostavni fenoli, benzokinoni
Fenolne kiseline i fenolni
C6-C1 o
aldehidi
Acetofenoni i fenilacetatne
Jedan C6-C2 o ] _
kiseline, fenolni alkoholi
Hidroksicimetne kiseline,
C6-C3 ) .
fenilpropanoidi
C6-C4 Naftokinoni
C6-C1-C6 Ksantoni
C6-C2-Cb Stilbeni i antrakinoni
Flavonoidi, izoflavonoidi ,
Dva C6-C3-Cb neoflavonoidi, hidroksi-
izokromani
C6-C4 -C6 sekoiridoidi
(C6-C3)2 Lignani, neolignani
(Cé)n Katehol melanini
(C6-C3-C6)2 Biflavonoidi
Tri ili vise _
(C6-C3)m Lignini
(C6-C3-C6)n Kondenzirani tanini

Fenolni spojevi prisutni u DMU-u se prema kemijskoj strukturi klasificiraju u 6 grupa:
fenolne kiseline, lignane, flavonoide, fenolne alkohole, sekoiridoide i hidroksi-izokromane
(Rodriguez-Lopez i sur., 2020). Sekoiridoidni derivati glikozida, oleuropein i ligstrozid,
lignani i drugi slozeni flavonoidi su glavni polarni sastojci DMU-a, dok su fenolne kiseline i
jednostavni fenoli poput tirosola i hidroksitirosola zastupljeni u manjim koncentracijama
(Tarapoulouzi i sur., 2022). Ukupna koncentracija fenola se krec¢e izmedu 50 i 1000 mg/kg, a
najéesce izmedu 100 i 300 mg/kg (Jimenez-Lopez i sur., 2020). Fenolni spojevi uvelike
doprinose senzorskim svojstvima DMU-a, daju gorak i opor te jak, vo¢ni okus (Serreli i sur.,

2018; Veneziani i sur., 2016). Oksidacijska stabilnost ulja osim o sastavu masnih kiselina,



znacajno ovisi 1 0 navedenim polarnim komponentama zbog ¢ega je maslinovo ulje, s obzirom
da sadrzi znacajno veci udio fenolnih spojeva usporeduju¢i ga s drugim biljnim uljima,

oksidacijski znatno stabilnije (Tarapoulouzi i sur, 2022; Serreli i sur., 2018).

Fenolne kiseline prisutne u DMU-u se mogu podijeliti u dvije glavne skupine: derivate
hidroksibenzojeve kiseline (p-hidrokibenzojeva, protokatehinska, vanilinska, siringinska i
galna kiselina) i derivate hidroksicimetne Kkiseline (p-kumarinska, ferulinska, kavska,

sinapinska i cimetna kiselina) (slika 1) (Rodriguez-Lo6pez i sur., 2020).
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Slika 1. Strukturne formule fenolnih kiselina prisutnih u DMU-u (Bongiorno i sur., 2021)

Flavonoidi su biljni pigmenti koji se sastoje od dva benzenska prstena povezana preko
jedinice s tri C atoma kemijske formule C6-C3-C6 (Kaurinovi¢ i Vastag, 2019). Flavonoidi se
dijele u nekoliko skupina: flavoni, flavonoli, flavanoni 1 flavanoli. NajceS¢e prisutni u DMU-u
su apigenin, luteolin i diosmetin, koji pripadaju skupini flavona (Bongiorno i sur., 2021;
Rodriguez-Lopez i sur., 2020).

Fenolni alkoholi su karakterizirani hidroksilnom skupinom vezanom na aromatsku
ugljikovodi¢nu skupinu (Rodriguez-Lopez i sur., 2020). Najznacajniji fenolni alkoholi prisutni
u DMU-u su hidroksitirosol, tirosol, p-hidroksifenil etanol, etanol-glukozid, 2-(3-4-dihidroksi



fenil)-etil acetat i 2-(4-hidroksifenil)-etil acetat (Tarapoulouzi i sur, 2022). Hidroksitirosol i
tirosol su u svjezem DMU-u prisutni u niskim koncentracijama, ali se tijekom skladistenja,

uslijed oksidacije DMU-a, njihova koncentracija povecava (Finicelli i sur., 2021).

Sekoiridoide karakterizira fenil etil alkohol vezan za elenolnu kiselinu ili njene derivate
(Rodriguez-Lopez i sur., 2020). Glavni glikozidi prisutni u plodu masline su
demetiloleuropein, oleuropein i ligstrozid, no tijekom zrenja ploda i tehnoloskih procesa
djelovanjem glukozidaze transformiraju se u odgovarajuce oleuropin 1 ligstrozid aglikone.
Navedena dva aglikonska oblika su vrlo nestabilni te se djelovanjem endogenih glikozidaza ili
pak kemijski razgraduju u nekoliko zatvorenih i stabilnih monoaldehidnih oblika ili
alternativno u otvoreni prsten dialdehidnih oblika (oleokantal ili oleacin) (slika 2) (Bongiorno
i sur., 2021; Ghanbari i sur., 2012). Upravo su sekoiridoidi odgovorni za opor i gorak okus
DMuU-a (Keceli i sur., 2017).
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Slika 2. Strukturne formule sekoiridoida prisutnih u DMU-u (Bongiorno i sur., 2021)

Najzastupljeniji lignani su 1-acetoksipinoresinol i pinoresinol, a karakterizira ih visoki
antioksidacijski kapacitet (Bongiorno i sur., 2021). Od hidroksi-izokromana karakteristi¢ni su
spojevi 1-fenil-6,7-dihidroksi-izokroman i njegov derivat 1-(39-metoksi-49-hidroksi) fenil-
6,7-dihidroksi-izokroman (Rodriguez-Lopez i sur., 2020). Oni se tijekom proizvodnje
ekstrahiraju u ulje bez biokemijskih promjena (Finicelli i sur., 2021).

Koncentracija i sastav fenolnih spojeva u DMU-u ovisi o nekoliko ¢imbenika

uklju€ujuéi stupanj zrelosti ploda, sortu masline, klimatske uvjete, tlo, navodnjavanje, uvjete
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proizvodnje ulja (temperaturu, postupak mljevenja, sadrzaj vode) te vrijeme i uvjete
skladiStenja ulja (Zeb, 2021; Visioli i sur., 2020; Ghanbari i sur., 2012). Sinteza fenolnih
spojeva odvija se u plodu masline kemijskim i enzimskim djelovanjem pomocu
oksidoreduktaza te B-glukozidaza, koja hidrolizira fenolne glikozide (Finicelli i sur., 2021).
Udio fenolnih spojeva se kvantitativno i kvalitativno mijenja tijekom dozrijevanja ploda, a
najvisi udio je kada boja pokozice prelazi iz zuto zelene u ljubicastu boju. Daljnjim
dozrijevanjem ploda ukupna koli¢ina fenolnih spojeva se smanjuje jer je u toj fazi zrenja
aktivna esteraza koja razgraduje oleuropein. Koncentracija ligstrozida je takoder veca u
nezrelim maslinama, a smanjuje se tijekom sazrijevanja. Nadalje, sazrijevanjem plodova dolazi
do hidrolize komponenata s viSom molekularnom teZinom na tirosol i hidroksitirosol pa se
njihova koncentracija zrenjem plodova povecava (Finicelli i sur., 2021; Yahyaoui i sur., 2019;

Ghanbari i sur., 2012).

Sastav fenolnih spojeva u plodu nije jednak sastavu u ulju jer fenolni spojevi tijekom
proizvodnje podlijeZzu kemijskim i biokemijskim promjenama koje utjeu na njihovu strukturu
i raspodjelu izmedu uljne i vodene faze (Clodoveo i sur., 2015). Prisutnost fenolnih spojeva u
DMU-u ovisi o razli¢itim endogenim enzimima plodova masline i uvjetima ekstrakcije
(Ghanbari 1 sur., 2012). Prilikom mljevenja plodova masline dolazi do oslobadanja endogenih
enzima masline, celulaze, hemicelulaze, pektinaze, poligalakturonaze (PGAL), lipaze, B-
glukozidaze (B-GLU), polifenoloksidaze (PPO), peroksidaze (POD) i lipoksigenaze (LOX).
Oni se aktiviraju i sudjeluju u nastajanju i transformiranju fenolnih i hlapljivih spojeva u DMU-
u (Veneziani i sur., 2016). B-GLU Kkatalizira hidrolizu oleuropina, ligstrozida i oligosaharida
stvarajuci aldehidne aglikone koji su topljivi u uljnoj fazi pa se udio fenolnih spojeva u ulju
povecéava. PPO i POD kataliziraju oksidaciju fenolnih spojeva ¢ime se njihov udio smanjuje, a

moze do¢i i do polimerizacije slobodnih fenola (Clodoveo i sur., 2015; Ghanbari i sur., 2012).

Temperatura, vrijeme trajanja i udio kisika tijekom mijeSenja takoder utjeCu na
koncentraciju fenolnih spojeva. Produljenjem trajanja mijeSenja dolazi do povecanja
koncentracije fenola do odredene tocke, a daljnjim produljenjem vremena koncentracija opada
(Kalogianni 1 sur., 2019). Visa temperatura mijeSenja potice otpustanje fenola, katalizirano
hemicelulazom i PGAL-om, iz polisaharida stani¢ne stijenke, poboljsavajuci njihovu topljivost
u uljnoj fazi (Veneziani i sur., 2016). No s druge strane, visoka temperatura tijekom mijesenje
uzrokuje smanjenje koncentracije tirosola, hidroksitirsola, vanilina i p-kumarinske kiseline,

dok se koncentracija hidroksitirosol acetata i vanilinske kiseline povecava (Luki¢ i sur. 2017).
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O temperaturi mijeSenja ovisi i aktivnost enzima pa je tako PPO najaktivnija na 50 °C, POD
na 37 °C, LOX na 30 °C, a hiperoksid liaza na 15 °C, dok je na 30 °C djelomi¢no inhibirana.
Odrzavanjem nizih temperatura tijekom mijeSenja smanjuje se aktivnost POD-e ¢ime se
sprjeCava nepozeljna enzimska oksidacija fenola i smanjenje njihove koncentracije u ulju
(Veneziani i sur., 2016). S druge strane, fenolni spojevi su na nizim temperaturama djelomi¢no
topljivi u ulju, a povecanjem temperature do odredene vrijednosti topljivost se povecava, a
posljedi¢no se povecava i njihova koncentracija u DMU-u. S obzirom da aktivnost PPO-¢ i
POD-e ovisi o kisiku i vodi, moguce ih je inhibirati kontroliranjem atmosfere tijekom mijesenja
te na taj nacin sprijeciti njihovo negativno djelovanje na fenolne spojeve bez intervencija na
temperaturu mijesenja (Clodoveo i sur., 2015). Prilikom odabira adekvatnih parametara
mijesenja (vrijeme, temperatura i sastav atmosfere) potrebno je u obzir uzeti zrelost plodova i

sortu masline (Kalogianni i sur., 2019).

S obzirom na znacajan utjecaj enzima u kvaliteti finalnog proizvoda, tijekom mijesenja
moguce je dodati komercijalne pripravke enzima kao Sto su pektolitici, hemicelulolitici i
celulolitici ¢ime se pospjeSuje degradacija stani¢ne stjenke ploda i smanjuje se udio
kompleksnijih hidrofilnih fenola, njihovom razgradnjom u slobodne fenole koji se potom
ekstrahiraju u ulje, no takav postupak nije dozvoljen u proizvodnji DMU (Ghanbari i sur.,
2012). Sastav fenolnih spojeva DMU-a je podlozan promjenama i nakon proizvodnje, tijekom
skladiStenja. Do promjena u sastavu dolazi zbog oksidacije i hidrolitickih reakcija te razgradnje
sekoiridoida zbog ¢ega raste udio jednostavnih fenola poput hidroksitirosola i tirosola (Finicelli
i sur., 2021).

2.2 Inovativne tehnologije

Inovativne tehnologije poput ultrazvuka i pulsirajuceg elektriénog polja sve se viSe
istrazuju s ciljem unapredenja proizvodnih procesa u prehrambenoj industriji. Njihovom
upotrebom se nastoji proizvesti hrana poboljSane nutritivne vrijednosti i svojstava te postici
odrzivost procesa. Glavni nedostaci inovativnih tehnologija su im visoka cijena te zabrinutost
potroSaca o njihovim u¢incima na zdravlje i okoli$ (Pérez i sur., 2021; Clodoveo i sur., 2014).
Na njithovu implementaciju u industriji mogu utjecati brojni ¢imbenici poput tehnoloske
izvedivosti, tehniCke moguénosti, utjecaja na zdravlje, ekonomske izvedivosti, ekoloSke

prihvatljivosti, prihvatljivosti od strane potroSaca i investicijskih moguénosti (Clodoveo i sur.,
2014).
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U proizvodnji DMU-a primjena inovativnih tehnologija se temelji na sposobnosti
razaranja stani¢ne stijenke i membrane, stvaranju pora i povecanju permeabilnosti membrane
ploda masline §to dovodi do uc¢inkovitije ekstrakcije i boljeg izdvajanja ulja tijekom mijesenja
(Pérez i sur., 2021). Mijesenje je proizvodni proces u kojem se maslinovo tijesto mijesi pod
kontroliranim uvjetima, §to omogucuje smanjenje viskoznosti ulja (Nardella i sur., 2021).
Kapljice ulja se medusobno povezuju kako bi se pospjeSila ekstrakcija, no trajanje i
temperatura mijeSenja mogu negativno djelovati na kvalitetu DMU-a. Primjenom blagih
inovativnih tehnologija nastoje se smanjiti negativni uc¢inci mijeSenja. Takoder, uvodenjem
novih tehnologija u proces proizvodnje moguce je reducirati potroSnju energije i koli¢inu
otpadne vode ¢ime se nastoji poboljsati odrzivost proizvodnje (Pérez i sur., 2021; Veneziani i
sur., 2016).

2.2.1 Ultrazvuk

Ultrazvuk je zvucni val frekvencija izmedu 20 kHz 1 100 MHz, koji se prema intenzitetu
dijeli na ultrazvuk niskog intenziteta od 1 do 10 MHz i ultrazvuk visokog intenziteta od 20 do
100 kHz. Ultrazvuk visokog intenziteta uzrokuje kavitaciju, a posljedi¢no i razaranje stani¢ne
membrane u biljnim tkivima (Nardella i sur., 2021). Kavitacija je fizikalni fenomen u kojem
dolazi do nastanka, rasta i implozije mjehuri¢a u kratkom vremenu uz otpuStanje velike
koli¢ine energije (Bejaoui i sur., 2017). Sirenjem ultrazvuénih valova u tekuéem mediju nastaju
longitudinalni valovi, koji uzrokuju izmjene pozitivnih i negativnih tlakova u njoj. Kada
vrijednost negativnog tlaka padne ispod tlaka pare te tekucine ona prelazi iz tekuceg u plinovito
agregatno stanje, pri ¢emu se stvaraju kavitacijski mjehuri¢i (Clodoveo, 2019). Veli¢ina
kavitacijskih mjehurica oscilira kako oscilira 1 tlak te se tijekom nekoliko ciklusa mjehurici
povecavaju do kriticne veli¢ine nakon ¢ega viSe ne mogu apsorbirati energiju te dolazi do
njihove implozije, odnosno urusavanja mjehurica u sebe. U neposrednoj blizini tijekom
implozije kavitacijskog mjehurica dolazi do porasta temperature i tlaka, stvaraju se
makroturbulencije, sudari izmedu Cestica pri visokim brzinama te poremecaji u mikroporama
Sto rezultira razaranjem stani¢ne stijenke i ubrzanom difuzijom stani¢nog materijala (Nardella
i sur., 2021; Clodoveo, 2019; Clodoveo i sur., 2017; Clodoveo i sur., 2014). Ultrazvuk
razaranjem stanicne stijenke omogucuje poboljSanu ekstrakciju bioaktivnih spojeva i veéi
prijenos mase, inaktivira patogene i mikroorganizme koji uzrokuju kvarenje te, ovisno o

parametrima obrade i vrsti enzima, aktivira ili inhibira enzimsku aktivnost (Nardella i sur.,
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2021; Clodoveo i sur., 2017). Ultrazvuk se smatra ekoloski prihvatljivom tehnologijom jer ne

stvara dodatan otpad te nije toksican za ljude (Pérez i sur., 2021).

Upotreba ultrazvuka kao predtretmana mijesenju u proizvodnji DMU-a moze rezultirati
skra¢ivanjem trajanja mijeSenja, u¢inkovitijom ekstrakcijom ulja s pove¢anom koncentracijom
pozeljnih komponenata poput fenolnih spojeva, karotenoida i tokoferola i povecanjem
antioksidacijskog kapaciteta bez utjecaja na senzorska svojstva (Pérez i sur., 2021; Clodoveo,
2019; Clodoveo i sur., 2014). U dosada$njim istrazivanjima, tretman ultrazvukom nije pokazao
utjecaj na osnovne parametre kvalitete ulja, dok je zamijeceno razli¢ito djelovanje na udio
fenolnih spojeva. Koncentracija fenolnih spojeva nakon tretmana ultrazvukom ovisi o
mehanickim, biokemijskim (enzimska aktivnost) i kemijskim reakcijama (ravnoteza izmedu
uljne 1 vodene faze) na koje utjeCu procesni parametri (snaga ultrazvuka, vrijeme tretiranja i

temperatura tijekom tretmana) (Nardella i sur., 2021).

Dva su glavna mehanizma djelovanja ultrazvuka na maslinovo tijesto, mehanicki i
toplinski u¢inak. Mehanicki u¢inak nastaje zbog fenomena kavitacije koji rezultira razaranjem
stani¢ne stijenke neosStecenih uljnih stanica i ve¢im prijenosom mase. Toplinski u¢inak nastaje
uslijed zagrijavanja materijala zbog apsorpcije ultrazvuéne energije tijekom tretiranja
(Veneziani i sur., 2016; Clodoveo i sur., 2014). Tijekom porasta temperature tijesta smanjuje
se viskoznost ulja i poboljsava njegova ekstrakcija (Nardella i sur., 2021). Do porasta udjela
fenolnih spojeva nakon tretiranja ultrazvukom dolazi zbog oStecenja staniéne membrane ¢ime
se olakSava njihovo otpustanje iz stanica u ulje, ali 1 zbog djelovanja ultrazvuka na enzime
(Nardella i sur., 2021; Yahyaoui i sur, 2019). S druge strane, do smanjenja udjela fenolnih
spojeva nakon tretiranja ultrazvukom dolazi zbog porasta temperature tijesta i sila smicanja

koje izazivaju promjene u kemijskoj strukturi fenolnih spojeva (Nardella i sur., 2021).

Ultrazvuéni valovi mogu aktivirati ili inhibirati nekoliko procesa kataliziranih
enzimima, koji utjecu na strukture i funkcije bioloskih molekula. Do inaktivacije enzima moZe
do¢i kroz tri mehanizma, koji mogu djelovati pojedinac¢no ili kombinirano. Prvi mehanizam je
utjecaj porasta temperature tijekom kavitacije, drugi je utjecaj nastalih slobodnih radikala koji
nastaju sonolizom vode, a tre¢i je utjecaj sila smicanja koje nastaju tijekom implozije
kavitacijskog mjehuri¢a (Yahyaoui i1 sur., 2019). Dvojaki utjecaj ultrazvuka na primjeru
fenolnih spojeva vidljiv je kod utjecaja temperature. Ultrazvuk visokog intenziteta inaktivira
PPO-u te tako sprjecava oksidaciju fenolnih spojeva tijekom mijeSenja. Medutim, kod

kratkotrajnog tretmana ultrazvukom pri niZoj snazi, pocetnim zagrijavanjem tijesta moze doci
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do razgradnje fenolnih spojeva i aktivacije PPO-¢ koja potom utjeCe na smanjenje
koncentracije fenolnih spojeva. S druge strane, porast temperature moze poboljSati difuziju i
topljivost fenolnih spojeva Sto rezultira boljom ekstrakcijom i1 u konacnici vecom
koncentracijom fenolnih spojeva u ulju (Nardella i sur., 2021). Yahyaoui i sur. (2019) su
proveli istrazivanje predtretmana maslinovog tijesta pomocu ultrazvuka te su zabiljezili
smanjenje aktivnosti POD-e povecanjem duljine trajanja tretmana. S druge strane aktivnost
PPO-e je rasla s porastom trajanja tretmana, $to se moze objasniti postizanjem optimalnih

temperatura za aktivnosti navedenih enzima pri razli¢itim duljinama trajanja tretmana.
2.2.2 Pulsirajuce elektricno polje

Tretman PEP-em ukljucuje primjenu kratkih impulsa struje visokog napona koji
uzrokuju poremecaje u stanicama. Intenzitet tretmana ovisi o jacini elektricnog polja, broju i
trajanju elektricnih impulsa te veliini stanica, a rezultira stvaranjem trajnih ili privremenih
pora u stani¢noj stijenki (Clodoveo i sur., 2014; Clodoveo, 2013). Tijekom tretiranja PEP-em
moze se primijeniti visoka ili umjerena jakost polja. PEP visokog intenziteta smatra se
alternativom konvencionalnim tehnikama konzerviranja hrane zbog sposobnosti inaktivacije
mikroorganizama, dok PEP niskog intenziteta uzrokuje permeabilizaciju tkiva i rezultira

poveéanjem propusnosti stani¢ne membrane (Pérez i sur., 2021).

Izlaganje stanica elektri¢nom polju u mikrosekundama uzrokuje elektroporaciju, §to
rezultira povecanjem transmembranskog potencijala 1 stvaranjem pora u slabim podrucjima
membrane, povecava se njena propusnost, odnosno dolazi do permeabilizacije membrane
(Pérez i sur., 2021; Veneziani i sur., 2016). Permeabilizacija omogucava lakse oslobadanje
unutarstaniénih tvari iz stanice, dolazi do povecanog prijenosa mase, inaktiviraju se
mikroorganizmi i degradativni enzimi ¢ime se poboljSava kvaliteta i produljuje rok trajanja
proizvoda (Clodoveo i sur., 2014; Huang i sur., 2012). lako se PEP smatra ne-termalnom
tehnologijom obrade hrane prilikom tretmana moze do¢i do zagrijavanja, no usporedno s
konvencionalnom toplinskom obradom, zagrijavanje je prili¢no nisko te ne utje¢e na nutritivnu
vrijednost hrane, a moZe utjecati na smanjenje vremena obrade. Takoder, usporedno s
konvencionalnim nacinom proizvodnje, osigurava ustedu energije (Clodoveo i sur., 2014;

Clodoveo, 2013).

Tretmane PEP-em potrosaci prihvacaju kao sigurne s obzirom da ne ukljucuju kemijske

reakcije. Tretirani proizvodi ne izazivaju alergije te se percipiraju kao prirodniji usporedno s
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konvencionalno preradenom hranom, no postoji strah od negativnih posljedica primjene

elektri¢ne energije (Pérez i sur., 2021).

Tretman maslinovog tijesta PEP pozitivno utjeCe na prinos ekstrakcije ulja tako da
olaksava otpuStanje malih kapljica ulja uslijed dezintegracije stanica te omogucuje krace
vrijeme mijeSenja tijesta pri nizim temperaturama. Usporedujuc¢i ga s konvencionalnim
postupkom, §to rezultira uljem bolje kvalitete (Leone i sur., 2022; Clodoveo i sur., 2014).
Abenoza i sur. (2013) su proucavali utjecaj tretmana tijesta masline PEP-em na ekstrakciju ulja
pri razli¢itim temperaturama i duljinom trajanja mijesenja. Tretiranjem PEP-em (2 kV/cm) bez
mijesenja uoceno je poboljSanje ekstrakcije ulja za 54 %, a tretmanom PEP-em uz mijesenje
pri 15 °C povecanje ekstrakcije za 14,1 % $to ukazuje da primjena tretmana PEP-em na
maslinovo tijesto omogucuje smanjenje temperature mijeSenja bez utjecaja na prinos

ekstrakcije.

Primjena PEP-a takoder ima potencijal povecati sadrzaj nutrijenata poput fenolnih
spojeva, fitosterola i tokoferola. Promjene u strukturi tkiva tijekom tretmana PEP-em ne utjecu
na naruSavanje kvalitete i senzorksim svojstava ulja niti na oksidacijsku stabilnost s obzirom
da ne uzrokuju promjene u udjelu slobodnih masnih kiselina ni peroksidnog broja (Pérez i sur.,
2021; Kalogianni i sur., 2019). Tretman PEP-em takoder utjece na aktivnost enzima prisutnih
u maslini kao $to su POD, LOX, PGAL, B-GLU i PPO. Utjecaj na aktivnost navedenih enzima
ovisi o jacini elektricnog polja, duljini tretmana te temperaturi koja se postize tijekom tretiranja
(Huang i sur., 2012). U¢inak PEP-a varira ovisno o sorti, zemljopisnom podrijetlu, uvjetima

uzgoja i procesnim parametrima proizvodnje (Navarro i sur., 2022; Pérez i sur., 2021).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijali

3.1.1 Kemikalije

Od komercijalnih kemikalija u ovom su istrazivanju koristeni metanol HPLC c¢istoce
(Honeywell, Offenbach, Njemacka), mravlja kiselina HPLC ¢isto¢e (T.T.T. d.o.o0., Sveta
Nedjelja, Hrvatska), 2-(4-hidroksifenol) etanol (tirosol), 3,5 dimetoksi 4-hidroksi benzojeva
kiselina (siringinska kiselina) te standardi fenolnih spojeva oleokantala, oleaceina i oleurozida
(Sigma-Aldrich, Mereck, St. Louis, SAD).

3.1.2 Uzorci djevic¢anskih maslinovih ulja

Kao materijal u ovom zavr$nom radu koriSteni su uzorci monosortnih djevicanskih
maslinovih ulja Cetiriju hrvatskih autohtonih sorti: oblica, rosulja, istarska bjelica i levantinka.
Ulja su proizvedena laboratorijskim postupcima koji su ukljucivali predtretman samljevenog
tijesta maslina ultrazvukom (UZV) ili pulsiraju¢im elektricnim poljem (PEP) prije faze
mijesenja. Proizvedena ulja su do analize skladiStena u bocicama od tamnog stakla na

temperaturi do 20 °C.

3.1.3 Proizvodnja djevi¢anskog maslinovog ulja uz tretman ultrazvukom

Za proizvodnju DMU-a uz predtretman ultrazvukom kori$tena je laboratorijska pilot-
uljara Abencor (MC2 Ingenieria y Sistemas S.L., Sevilla, Spanjolska). Prije mije$enja
maslinovo tijesto se tretiralo ultrazvukom pomocu ultrazvuéne kupelji Sonorex Digiplus
(BANDELIN electronic, Berlin, Njemacka), maksimalne snage od 640 W, napona od 120 do
240 V i frekvencije od 20 kHz.

Plodovi masline (800 g) su nakon ¢i$¢enja i pranja samljeveni na mlinu ¢ekicaru te se
dobiveno maslinovo tijesto potom tretiralo ultrazvukom prema centralnom kompozitnom
planu. Tretman se provodio variraju¢i snagu ultrazvu¢ne kupelji od 256 do 640 W te vrijeme
trajanja tretmana od 3 do 17 min na nacin prikazan u tablici 3. Nakon tretmana, izmjerila se
temperatura tijesta pomoc¢u ubodnog termometra te se tijesto podvrgnulo mijesenju i izdvajanju

ulja prema metodi opisanoj u diplomskom radu Peji¢ (2022).
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Tablica 3. Uvjeti proizvodnje DMU-a uz tretman ultrazvukom

Umsiial Paralele e Snaga ultrazvucne
kupelji (W)

1 3 - ;

c 1 10 256
3 1 5 320
4 1 15 320
5 1 3 448
6 5 10 448
7 1 17 448
8 1 5 576
9 1 15 576
10 1 10 640

3.1.4 Proizvodnja djevi¢anskog maslinovog ulja uz tretman PEP-em

Za proizvodnju DMU-a koristila se poluindustrijska uljara OLEUM 30 COMPACT
(Enotecnica Pillan, Camisano Vicentino, Italija) te vodena kupelj Stuart SBS40 (Cole-Parmer,
Vernon Hills, IL, SAD) i mijesSalice (VELP Scientifica, Usmate, Italija). Prije mijeSenja,
maslinovo tijesto se tretiralo PEP-em na uredaju HVG60/1 PEP (Impel d.o.0., Zagreb,
Hrvatska) s cilindri¢nim reaktorom volumena 1 L prema parametrima definiranim centralnim
kompozitnim planom prikazanim u tablici 4. Predtretman i proizvodnja ulja provedeni su
prema metodi opisanoj u zavrsnom radu Makovac (2023). Jakost elektriénog polja se

izraCunava kao omjer elektricnog napona struje i udaljenosti izmedu dviju ploca (formula [1]).
E (kV/icm) = U (kV) /d (cm) [1]
Gdje je:
E — jakost elektri¢nog polja (kV/cm)

U — napon elektri¢ne struje (V)

d — udaljenost izmedu ploca (cm)

18



Tablica 4. Uvijeti proizvodnje DMU-a uz tretman pulsiraju¢im elektri¢nim poljem

Uzorak Paralele Jakos-t elektritnog Vrijeme (S)
polja (kV/cm)

1 3 - -

2 1 1 60
3 1 2 30
4 1 2 90
5 1 4,5 18
6 5 4,5 60
7 1 4,5 102
8 1 7 30
9 1 7 90
10 1 8 60

3.2 Metode

3.2.1 Ekstrakcija fenolnih spojeva iz DMU-a

Za ekstrakciju fenolnih spojeva DMU-a koristena je metoda Medunarodnog vijeca za
masline (I0C, 2022) koja se temelji na neposrednoj ekstrakciji polarnih fenolnih spojeva
pomocu otopine metanola te njihovoj identifikaciji HPLC-om uz UV detektor na valnoj duljini
280 nm. Kao interni standard koristila se siringinska kiselina (y = 0,015 mg/mL), dok je
eksterni standard (smjesa 0,030 mg/mL tirosola i 0,015 mg/mL siringinske kiseline) koristen

kako bi se koncentracija ukupnih i pojedinacnih fenola izrazila u mg tirosola/kg ulja.

Ekstrakcija fenolnih spojeva provedena je na nacin da se u epruvetu od 10 mL na
analitickoj vagi ABP 200-5DM (KERN & SOHN, Balingen, Njemacka) odvaze 4 g
proizvedenog DMU-a te se doda 1 mL otopine internog standarda. Epruveta se zatvori cepom
te snazno protrese 30 sekundi pomocu mijesalice Vortexer LLG-uni TEXER (LLG-Labware,
Meckenheim, Njemacka). U epruvetu se doda 5 mL otopine metanol/voda (80/20) te ponovno
protrese 1 min. Fenolni spojevi ekstrahirani su uz pomoc¢ ultrazvuéne kupelji Sonorex Digiplus

(BANDELIN electronic, Berlin, Njemacka) u trajanju od 15 min na sobnoj temperaturi, a
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nakon toga se metanolni sloj odvojio centrifugiranjem na 5000 o/min u trajanju od 25 min na
ROTINA 380 centrifugi (Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Dobiveni supernatant se pomocu
plasti¢ne $price propustio kroz celulozni filter s veli¢inom pora 0,45 um. Filtrirani uzorak se

prebacio u vijalice za HPLC.

3.2.2 Razdvajanje fenolnih spojeva pomo¢u HPLC-a

Fenolni spojevi ekstrahirani iz DMU-a odijeljeni su na C18 nepolarnoj koloni (Luna
250 mm x 4,6 mm, 5 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, SAD) instaliranoj na LC 1200 HPLC
sustav (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) prema metodi opisanoj u diplomskom radu
Velagi¢ (2016). Kao mobilne faze Kkoristene su 0,1 %-tna otopina mravlje Kiseline u vodi
(mobilna faza A) i 0,1 %-tna otopina mravlje kiseline u metanolu (mobilna faza B), uz
gradijentan protok otapala od 1 mL/min. Promjenu gradijenta prikazuje tablica 5. Uz 24
injektirana uzorka fenolnih spojeva za razvoj metode u diplomskom radu Velagi¢ (2016)
dodatno su injektirani oleokantal, oleacein i oleurozid, kako bi se odredila njihova retencijska

vremena 1 UV spektri koriSteni za identifikaciju.

Tablica 5. Prikaz promjene gradijenta u ovisnosti o vremenu

Vrijeme (min) Volumni udio otopine B (%)
0 10
3 10
30 50
40 60
45 100
50 100
50,1 10
60 10

Primjer kromatograma prikazan je na slici 3. Iz povrsina ispod pikova izracunala se
masena koncentracija pojedina¢nih fenolnih spojeva (formula [2]) uzimajuci u obzir omjer

faktora odziva (RRF) siringinske kiseline i tirosola iz eksternog standarda (formule [3] — [5]).
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Slika 3. Kromatogram (vlastita fotografija)

Y (mg/kg) = (A % 1000 x RREF sirtir X W siringinska kiselina) / (A siringinska kiselina X W) [2]

Gdje je:
A: povrsina pika pojedinog fenolnog spoja;
A siringinska kiselina: povrSina pika internog standarda;
1000: faktor koji se koristi za izrazavanje rezultata u mg/kg;
W: masa uljau g;
W siringinska kiselina: Masa siringinske kiseline u mg koja se dodaje kao interni standard u
uzorak.
RREF sirtir: omjer faktora odziva za izrazavanje konaénih rezultata pomocu tirosola koji

se racuna prema formulama [3] — [5];

RF siringinska kiselina (ug) = A siringinske kiseline / LE injektirane siringinske kiseline [3]

Gdje je:
A siringinske kiseline: povrsina pika siringinske kiseline u eksternom standardu;

LLE injektirane siringinske kiseline: Masa siringinske kiseline u pg u eksternom standardu
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RF tirosol (ug) = A tirosola /ug injektiranog tirosola [4]
Gdje je:
A tirosola: povrSina pika tirosola u eksternom standardu;

LLE injektiranog tirosola: Masa tirosola u pg u eksternom standardu

RRF sirir = RF siringinska kiselina pg | RF tirosol pg [5]

Gdje je:
RF siringinska kiselina pg: faktor odziva SiringinSke Kiseline

RF tirosol ng: faktor odziva tirosola

Vrijednost RRF sirir trebala bi biti konstantna i unutar raspona 5,1 £ 0,4, a omogucuje

da se konacni rezultat izrazi kao tirosol, koriste¢i siringinsku kiselinu kao interni standard.

3.3 Obrada podataka

Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija najmanje
2 paralelna odredivanja. Kako bi se odredio utjecaj snage ultrazvuka i vremena tretiranja,
odnosno jakosti elektricnog polja i vremena tretiranja te njihova interakcija, kao 1 utjecaj sorte,
provedene su analiza varijance (ANOVA) s 95 %-tnom znacajnosti te korelacije pojedinih
fenola svake sorte s vremenom predtretmana i snagom ultrazvuéne kupelji. Takoder, provedena
je analiza glavnih komponenata (PCA) s ciljem uocavanja jacine pojedinog faktora na
polifenolne spojeve DMU-a proizvedenog pomocu ultrazvuka i PEP-a. Navedene statisticke

metode provedene su u programu XLSTAT-u (Lumivero, Denver, SAD).
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4 REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti utjecaj inovativnih tehnologija na sastav fenolnih
spojeva DMU-a. Tijekom proizvodnje maslinovo tijesto je prije procesa mijesenja bilo
podvrgnuto predtretmanu ultrazvukom ili pulsiraju¢im elektricnim poljem, a sastav fenolnih

spojeva tako proizvedenog DMU-a odreden je prema metodi 10C (2022).

4.1 Ultrazvuk

Ultrazvuk je zvuc¢ni val koji na biljni materijal moZe djelovati mehanicki i toplinski.
Mehanickim djelovanjem, uslijed pojave kavitacije, dolazi do razaranja stani¢nih stijenki uljnih
stanica ¢ime se oslobada njihov sadrzaj i povecava prijenos mase. Porastom temperature
tijekom tretmana ultrazvukom smanjuje se viskoznost ulja i poboljSava se ekstrakcija ulja.
Upotrebom ultrazvuka kao predtretmana mijesenju, tijekom proizvodnje DMU-a, moguce je
skratiti vrijeme trajanje mijesenja, a da se pritom omogucéuje poboljsana ekstrakcija ulja i
bioaktivnih komponenata poput fenolnih spojeva, bez utjecaja na osnovne parametre kvalitete
ulja (Pérez i sur., 2021; Clodoveo, 2019; Clodoveo i sur., 2014).

Dobiveni rezultati masenih koncentracija fenolnih spojeva, prisutnin u DMU-u
proizvedenom uz tretiranje ultrazvukom, podijeljeni su prema sortama i prikazani u tablicama
6, 7, 8 i 9. Dobiveni rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

masenih koncentracija izrazenih u mg tirosola/kg ulja.

U kontrolnim uzorcima vidljivo je da je najveca ukupna koncentracija fenolnih spojeva
prisutna kod sorte istarske bjelice (448,9 + 9,4 mg/kg), a nesto manja kod rosulje (421,8 £ 11,5
mg/kg). Kod levantinke iznosi 310,5 + 11,2 mg/kg, dok je kod oblice znacajno niza (172,8 +
29,4 mg/kg). Zanetié i sur. (2021) su u svom istrazivanju hrvatskih autohtonih sorti maslina u
DMU-u proizvedenom iz sorte oblice odredili koncentraciju ukupnih fenola 438,3 + 12,4 mg
izrazeno kao mg galne kiseline/kg ulja, a u DMU-u proizvedenom iz sorte levantinke odredili
koncentraciju ukupnih fenola 302,1 + 79,0 mg izrazeno kao mg galne kiseline/kg ulja. Poljuha
i sur. (2008) su u DMU-u dobivenom od sorte istarske bjelice odredili ukupnu koncentraciju
fenolnih spojeva 206,9 + 63 mg kavske kiseline/kg ulja, a u DMU-u dobivenom od sorte rosulje

su odredili ukupnu koncentraciju fenolnih spojeva 347,1 + 15,2 mg kavske kiseline/kg ulja.
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Tablica 6. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola/kg ulja) DMU-a sorte rosulje (R) proizvedenih uz predtretman ultrazvukom, izrazene kao

srednja vrijednost + standardna devijacija

. . Uzorak (sorta-vrijeme [min]-snaga ultrazvuka [W])
Fenolni spoj

(mg tirosola/kg ulja)

R-0-0 R-10-256  R-5-320 = R-15-320 R-3-448  R-10-448 R-17-448 R-5-576 @ R-15-576 = R-10-640

Hidroksitiresol | 8,3 +0,8 25+0 32=+1 2,1+0 9,604  33+19 24+0 24+0 2,1+0 2,1+0,3

Tirosol ND* ND ND ND ND ND ND ND ND ND
c 143,8 + 128,2 + 131,1 + 134,8 + 143,8 + 125,1 + 145,2 +
Oleacin 3.7 0.6 0.3 2.5 1.8 134+ 6,4 2.1 118,5+4 1.1 128 £2,6

Oleokantal 41,8+0,7 | 41+0,5 41,4+1 44 + 1 439+0,7 42+13 |40,4+0,7 403+1,5 43,6+04 | 41+0,7

Identificirani spojevi

Ligstrozid 9,6 £0,8 8+0,2 87+1,5 | 63+0,1  98+03 | 7,6+12 | 64+0,1 | 92+0,6 6+0,1 6+0,1

oko oleacina | 89+5,2 81,2+1 | 83,7£0,3 64,713 | 86,714 | 76,3+£3,7  699+1 76,6 £3 | 63,8+0,7 | 653£1,6

oko

21,4+0,8  19,8+04 20,5+1,5 168+04 21+0,5 18,7+1,6 | 17+0,3 20,9+ 1 16,4+0,3  16,3+0,3
oleokantala

spojeva

3.skupina | 80,2+23  664+0,7  67,6+0,7 58,726 | 68+13 | 645+4,1 599+1 644+25 60,6+0,6 569+0,9

Grupe neidentificiranih

4. skupina | 203+2.6 16,5+33 | 204+0,2 18,1+0,6 21,2+0,2 | 202+2 | 15,624 202+1,1 19,5+0,5 18,7+0,3

Ukupni pojedinac¢ni

c i . .| 9705  9,1+0,2 9+0,1 79+0,1 | 93+0,1 @ 87+1,5 7,8+ 0 79+03 | 81+0,1 @ 7,9+0,2
neidentificirani spojevi

4218+ | 3728+ | 3856+ | 3497+ | 4132+ | 3746+ | 3445+ | 3603+ | 3653+ | 3422+
UKUPNT FENOLI 11,5 0.3 6.5 23 6.6 13 7.6 13,9 2.9 7.1

ND* — nije detektirano
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Tablica 7. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola’kg ulja) DMU-a sorte istarske bjelice (IB) proizvedenih uz predtretman ultrazvukom,

izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija

Fenolni spoj

Uzorak (sorta-vrijeme [min]-snaga ultrazvuka [W])

mg tirosola/kg ulja
(mg t gull®) | 1B 0.0 1B-10-256 IB-5320 IB-15-320 IB-3-448 IB-10-448 IB-17-448 [B-5-576 IB-15-576 IB-10-640
. Hidroksitirosol 2(’)5 f 44+1,6 24+0 @ 24+0 | 23+0,1 2+02 @ 21+0 | 6517 1,6+0 ND*

Q b

g Tirosol 4634i 44+0,1 440 42+0 440 4403 4+0 | 43+01 @ 3.6+0 @ 44+0.1

wn )

B 1361+ | 163,6+ @ 1364=+ 1402 + 134 + 1787+ | 1489+

[+ . ’ ) D D s ’

£ Oleacin o i o 146+2,6 | 136+1,7 e i % by 1184+ 0,3
= 93,6+ | 1063 = 1004+ 994+ 1021+ 1042+
: Oleokantal 5 e 92,5+0,1 10721  93.1+1,1 53 %3 108 + 1,2 00 0

= Ligstrozid 213’7; 255+0,1 193+0 21,6+02 168+0,1 178426 17.5+1,1 185+0,1 1202 16+ 1
= e @tz | 131; 646+1  495+0 501407 44,6+05 409+5 40,7+84 488+03 30+0 3540

g 5

) oko 56,1 +

2 _ ’ 64.6+0,7 51,1£0 563+0 457+03 473+6,1 469+13 488+02 363+08 468+13
e oleokantala 8,4

= O

QD o=

== + +

S % 3.skupina 563’69 614+1 495+0 518+03 457+14 579+8  657+97 6;‘;63 475+68 519404

§ b 2

+ +
3 4. skupina 156’53 1;‘(’)85 ND 202402 55+3.6 173+85 185+74 145401 95+05 194+0
Ukupni pojedinacni |\, | | 103 98 1910 113412 99412 117426 124+11 139403 9742 112402
neidentificirani spojevi
4489+ | 5259+ | 4167+ 403,6+ | 4395+ | 4382+ | 5047+ | 4021+ | 4072=

LS DTN T INILI 9.4 16.1 0.2 wll = S 0.2 23.8 11,1 12,4 53 2.9

ND* — nije detektirano
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Tablica 8. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola/kg ulja) DMU-a sorte oblice (O) proizvedenih uz predtretman ultrazvukom, izrazene kao

srednja vrijednost + standardna devijacija

. . Uzorak (sorta-vrijeme [min]-snaga ultrazvuka [W])
Fenolni spoj
(mg tirosola/kg ulja)
0-0-0 0-10-256  0-5-320 0O-15-320 0-3-448 0O-10-448 O-17-448 0O-5-576 0O-15-576 O-10-640
+
= Hidroksitirosol ND* ND 44,6 +0,6 ND 154+03 245+04 16,5+0,2 3%’% 16,6 + 0,6 ND
[} b
g Tirosol 4302 59401 473+0,6 52+0 | 20,5+04 1%1 . 209+04 320’2; 223403 4540
'5 ’ 12 ’5 +
= Oleacin 37,6 £8,2  12,4+0,1 ND 85+0 7,8+0,2 | 157+59  63+0 0’2 7,1+£0,1  23,6+0,3
2] s
=
"E Oleokantal 462+1 | 404+04 | 23,1+0,5 339+0,2  325+1,6 392+5 314+1 34+0,2 | 32,1 £0,2  433+12
]
3
= Ligstrozid 10,2 £2 38+0 43+0,1 3,1£0 49+1,8 55709  42+09 6,3+0 44+0,1 6,2+0
= oko oleacina | 18+9,7 ND 54+0 6,5+0 ND 52+04 ND 1,9+0 ND ND
s
&= oko 18,8 +
& = 25+0,9 | 245+05  132+0,3  23,1+0 | 214+19  19,7+3 | 19,1+32 ’ 16,3£0 | 264+1,2
e oleokantala 0,1
S o
QD o=
- o
'g & 3. skupina 13,3+6,7 | 6,5%0,1 6+0,1 57+£0 6,2+0,2 5,8+0,4 5,10 6,1 £0 49+0,1 36£0
=
(3 4. skupina 3,613 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Ukupni pojedinacni | /5. (5 9417  71+01 750 72402 112+12 74:01 02F 8610 141+0,1
neidentificirani spojevi 0,2
172,8 £ 115,8 £ 112,6 + 110,9 £ 154,8 + 112,3 + 123,6 +
UKUPNI FENOLI 29.4 101,8+3  151+2,2 93,4+0,2 6.5 1.4 5.8 11 11 2.9

ND* — nije detektirano
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Tablica 9. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola/kg ulja) DMU-a sorte levantinke (L) proizvedenih uz predtretman ultrazvukom, izraZzene

kao srednj

a vrijednost £ standardna devijacija

Fenolni spoj

Uzorak (sorta-vrijeme [min]-snaga ultrazvuka [W])

(mg tirosola/kg ulja)
L-0-0  L-10-256 L-5-320 L-15-320 L-3-448 L1-10-448 L-17-448 L-5-576 L-15-576 L-10-640
. . 25,1 +
— Hidroksitirosol | 42,2 +£0,3 ND* ND 3,1+0,1 1,8+0 132 ND ND ND ND
3 16,8 = 19,7 +
g Tirosol : ND ND 8,8+03 ND ; ND ND ND ND
= 16,1 12,9
=
= Oleacin 707+ 1 490202  605+0 | 495+0,6 9430  55+121 649+07 OL8E 773415 724114
;g 18,1 0,9
s Oleokantal | 59.8+3,6 58,6+04 634+04 584+12 63+04 594+51 659+04 6‘(‘)’66* 66,4+06 70+1,1
D )
=
— Ligstrozid | 12,9412 10£0,1 13+0,1 9,7+02 152401 10,613 94+0 12+01 10,10  12,6+0,3
= oko oleacina | 434+ 7,1 27240, 36+0,1 273+0,7 54,1+02 303+46 253+03 350’14i 334+0,5 34,8+09
,E k 26,7 +
= oo 28,1+1,8 245+0,1 29,1+0,1 233+0,5 33,1+£0,1 239+3,1 21,3+0,2 ’ 23+£0,2  26,1+0,7
e oleokantala 0,1
= o
QD o=
= o
S & 3.skupina | 32,4+29 22601 27,5+08 166+74 40,8+02 2541 238+0,7 30£06 16104 37,3+04
2
£ 8,9+
3 4.skupina | 8,6+1,5 88+12 9+0  64+26 I11,1+0 83+0,6 96402 s 84+0,1 13,6+0,1
Ukupnipojedinacni 34 55 146,03 12140 8+02 11,5422 121+13 115401 2% 127+15 142+0
neidentificirani spojevi 0,2
3105+ | 2748+ | 2508+ @ 2133+ 3239+ 249 + 2318+ | 251+ | 2505+
LB RO 1,2 6,1 1.5 10,5 45 20,1 0,9 31 47 | 28148

ND* — nije detektirano
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Prisutnost razlika u koncentracijama fenolnih spojeva u kontrolnim uzorcima pojedinih
sorti od godine do godine se podudara s istrazivanjem Kuligi¢-Bilusi¢ i sur. (2017) i Juki¢ Spika
i sur. (2022). Razlog tome je Sto sastav fenolnih spojeva kao i njihove koncentracije ovise,
osim o genetskim predispozicijama sorte i o agronomskim uvjetima tijekom uzgoja te
tehnoloskim uvjetima proizvodnje ulja. U plodovima razli¢itih sorta izvorno je prisutan razliciti
sastav 1 koncentracija fenolnih spojeva, ali i razliCiti sastav enzima koji dodatno utjecu na
fenolni sastav ulja. Koncentracija fenolnih spojeva varira i ovisno o temperaturi i koli¢ini
padalina tijekom dozrijevanja ploda, geografskom polozaju te stupnju zrelosti ploda tijekom
berbe, ali i temperaturi i trajanju mijeenja tijekom proizvodnje DMU-a (Jukié Spika i sur.,
2022).

Sorta rosulja je, usporedujuci s ostalim istraZivanim sortama, okarakterizirana najvisim
koncentracijama oleacina, grupe spojeva oko oleacina te grupa neidentificiranih spojeva,
prema retencijskim vremenima svrstanima u 3. i 4. skupinu neidentificiranih spojeva. S druge
strane ima najnize koncentracije oleokantala i grupe spojeva oko oleokantala. Tirosol nije
detektiran, dok je koncentracija hidroksitirosola i ligstrozida niska. Istarsku bjelicu pak s druge
strane karakteriziraju najviSe koncentracije oleokantala, ligstrozida i grupe neidentificiranih
spojeva oko oleokantala u donosu na ostale tri istrazivane sorte. Takoder, sli¢no kao i rosulja,
ima visoke koncentracije oleacina, spojeva oko oleacina i grupe neidentificiranih spojeva,
prema retencijskim vremenima svrstanima u 3. skupinu neidentificiranih spojeva, dok je

koncentracija hidroksitirosola i tirosola niska.

Sorta oblica, usporedujuci s drugim sortama, ima znac¢ajno nizu koncentraciju fenolnih
spojeva, no karakterizirana je ve¢im koncentracijama oleokantala i grupe neidentificiranih
spojeva oko oleokantala, dok je koncentracija oleacina i grupe neidentificiranih spojeva oko
oleacina niza. Hidroksitirosol nije detektiran, koncentracija tirosola je niska, dok je
usporedujuci s drugim sortama, koncentracija ukupnih pojedinacnih neidentificiranih spojeva
najviSa. Niska koncentracija hidroksitirosola 1 tirosola u kontrolnim uzorcima se podudara s
istrazivanjem koje su proveli Kulisi¢-Bilusi¢ i sur. (2017). Hiroksitirosol je uglavnom prisutan
u obliku oleacina i oleuropeina, a tirosol u obliku oleokantala i ligstrozida. Hidroliza tih
sloZzenih oblika fenolnih spojeva tijekom skladiStenja rezultira povecanjem koncentracija
hidroksitirosola i tirosola (Luki¢ i sur., 2017). Sorta levantinka je, usporedujuci s preostale tri
sorte, karakterizirana najvi$im koncentracijama hidroksitirosola i tirosola. Takoder ima visoke
koncentracije oleacina, oleokantala te grupe neidentificiranih spojeva oko oleacina, dok su

koncentracije ostalih spojeva nesto nize.
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411 ANOVA

Rezultati provedene ANOVA statisticke analize, sa 95 %-tnom znacajnosti, su
prikazani u tablici 10. U tablici su prikazane p-vrijednosti za pojedini faktor (sorta, vrijeme
predtretmana i snaga ultrazvuéne kupelji) kao i za njihove interakcije, a vrijednosti za koje je
pokazan statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) su podebljane. Vidljivo je kako sorta ima
statisticki vrlo visoki utjecaj na sve pojedinacne i na ukupne fenolne spojeve (p<0,001) osim
na hidroksitirosol na koje ima statisticki visoko znac¢ajan utjecaj (p=0,004). Vrijeme tretmana
ima statisti¢ki vrlo visoko znacajan utjecaj na koncentracije oleacina, ligstrozida, grupe
neidentificiranih spojeva oko oleokantala i 3. skupine spojeva, ukupnih pojedinaénih
neidentificiranih spojeva i ukupnih fenolnih spojeva. Snaga ultrazvuka takoder ima znacajan
utjecaj na koncentracije dominantnih fenolnih spojeva proizvedenin DMU-a (oleacina,
oleokantala te grupe neidentificiranih spojeva oko oleacina i oko oleokantala), ligstrozida,
ukupne pojedinacne neidentificirane spojeve te na ukupne fenolne spojeve. Interakcija sorte i
vremena predtretmana imaju statisticki znacajan utjecaj na koncentraciju svih fenolnih spojeva
osim na koncentraciju grupe neidentificiranih spojeva oko oleacina. Na njihove koncentracije
znacajno utjeCe interakcija sorte i snage ultrazvuénog predtretmana, kao i na koncentracije
oleacina, ligstrozida, grupa spojeva oko oleokantala, 3. skupine spojeva, ukupnih pojedina¢nih
neidentificiranih spojeva te ne ukupnu koncentraciju fenolnih spojeva. Vrijeme i snaga imaju
statistiCki znacajan utjecaj na koncentracije oleokantala, grupe neidentificiranih spojeva oko
oleacina, oko oleokantala i 4.skupine spojeva dok interakcija sva tri istrazivana faktora ima
statisticki znacajno djelovanje na koncentracije svih fenolnih spojeva osim na koncentraciju

hidroksitirosola.
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Tablica 10. Rezultati provedene ANOVA analize (p-vrijednosti) kod uzoraka DMU-a proizvedenih uz predtretman ultrazvukom

VRIJEME @ SNAGA SORTA* SORTA* VRIJEME = SORTA* VRIJEME *
Fenolni spojevi SORTA
(min) (W) VRIJEME SNAGA *SNAGA SNAGA
Hidroksitirosol 0,004 0,052 0,283 <0.0001 0,840 0,370 0,128
=
'% Tirosol <0.0001 0,095 0,246 <0.0001 0,664 0,242 0,018
.g Oleacin <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,460 0,008
'S
25 Oleokantal <0.0001 0,073 0,002 <0.0001 0,079 0,016 0,001
=
Ligstrozid <0.0001 <0.0001 0,038 0,019 <0.0001 0,061 0,014
= oko oleacina <0.0001 1,000 0,004 0,193 0,006 0,018 0,020
=
g
;g oko oleokantala <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,009 <0.0001 0,002 0,008
€ 2
g 2 .
2 g 3. skupina
2 Z <0.0001 <0.0001 0,699 <0.0001 0,003 0,147 0,043
° spojeva
2
2 4. skupina
&) . <0.0001 0,111 0,397 0,002 0,849 0,040 0,000
spojeva
Ukupni pojedinac¢ni
<0.0001 <0.0001 0,020 <0.0001 <0.0001 0,922 0,017
neidentificirani spojevi
UKUPNI <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,126 <0.0001

Kod podebljanih vrijednosti prisutan je statisticki znacajan utjecaj na 95 %-tnoj razini vjerojatnosti
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4.1.2 Korelacije

U tablici 11 prikazane su vrijednosti korelacije snage ultrazvuka i koncentracija fenolnih

spojeva prema sortama. Statisti¢ki znacajna korelacija (p<0,05) je prisutna kod podebljanih

vrijednosti. Kod rosulje snaga ultrazvuka je znac¢ajno utjecala na koncentracije hidroksitirosola,

oleacina, ligstrozida, grupa neidentificiranih spojeva oko oleacina i oko oleokantala, grupe

neidentificiranih spojeva u 3. skupini spojeva, neidentificiranih pojedinacnih spojeva i ukupnih

fenolnih spojeva, no taj je utjecaj negativan, odnosno, pove¢anjem snage ultrazvuka dolazi do

smanjenja koncentracije fenolnih spojeva. Kao i kod rosulje, i kod oblice je snaga ultrazvuka

negativno utjecala na koncentracije fenolnih spojeva i to na koncentraciju svih osim

hidroksitirosola i tirosola za koje nije utvrdena korelacija s upotrjebljenom snagom ultrazvuéne

kupelji.

Tablica 11. Rezultati korelacijske matrice izmedu snage ultrazvuka i fenolnih spojeva DMU-

a proizvedenim uz predtretman ultrazvukom kod pojedinih sorti

ISTARSKA
ROSULJIA OBLICA LEVANTINKA
Varijable SNAGA (W)

Hidroksitirosol 10,634 20,141 0,303 20,235
Tirosol / 20,189 0,307 20,218
Oleacin -0,469 0,088 -0,633 -0,030

Oleokantal 0,007 0,434 -0,448 0,408
Ligstrozid -0,536 -0,607 -0,601 -0,266
Spojevi oko -0,700 -0,608 -0,781 -0,361
oleacina
Spojevi oko
0,573 0,577 0,415 0312
oleokantala
3. skupina -0,844 20,045 -0,701 -0,167
spojeva
4. skupina
: -0,071 0,011 -0,829 0,298
spojeva

Deiengtican! -0,509 0,002 -0,410 20,233

spojevi
UKUPNI -0,734 -0,234 0,572 -0,509

Podebljane vrijednosti su razlicite od 0 sa znacajnoscu a = 0,05
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Kod ostale dvije sorte, korelacije sa snagom su utvrdene kod manjeg broja spojeva, i to
pozitivna korelacija s koncentracijom oleokantala, a negativna s koncentracijama ligstrozida i
grupama neidentificiranih spojeva oko oleacina i oleokantala kod istarske bjelice te s grupom
spojeva oko oleacina i ukupnim fenolima kod levantinke. Smanjenje koncentracija ukupnih
fenolnih spojeva nakon predtretmana ultrazvukom podudara se s istrazivanjima koje su proveli
Acar i Arslan (2018), Jiménez i sur. (2007) 1 Clodoveo i sur. (2013a), dok se statisticki znacajno
smanjenje koncentracija pojedinih fenolnih spojeva podudara s istrazivanjem koje su proveli
Bejaoui i sur. (2016).

U tablici 12 prikazane su vrijednosti korelacije vremena predtretmana ultrazvukom i
koncentracija fenolnih spojeva prema sortama. Statisticki znacajna korelacija (p<0,05) je
prisutna kod podebljanih vrijednosti. Kod rosulje je vrijeme predtretmana znacajno utjecalo na
koncentraciju svih fenolnih spojeva osim na koncentraciju oleokantala za koju nije utvrdena
korelacija s vremenom predtretmana. Taj je utjecaj negativan, odnosno poveéanjem vremena
predtretmana dolazi do smanjenja koncentracije fenolnih spojeva. Kod istarske bjelice je
korelacija vremena predtretmana utvrdena kod manjeg broja spojeva i to pozitivna korelacija s
koncentracijom oleokantala, a negativna s koncentracijama tirosola i grupe neidentificiranih
spojeva oko oleacina, dok korelacija vremena predtretmana s koncentracijama ostalih fenolnih

spojeva nije utvrdena.

Kao i kod rosulje i kod oblice je vrijeme predtretmana negativno utjecalo na
koncentraciju fenolnih spojeva i to na koncentracije svih fenolnih spojeva osim
hidroksitirosola, tirosola i spojeva oko oleokantala za koje nije utvrdena korelacija s viemenom
predtretmana. Takoder, i kod levantinke je vrijeme predtretmana negativno utjecalo na
koncentracije fenolnih spojeva i to na koncentracije ligstrozida, grupa neidentificiranih spojeva
oko oleacina, oko oleokantala, 3. skupine spojeva, ukupnih pojedina¢nih neidentificiranih
spojeva 1 ukupnih fenolnih spojeva, dok kod preostalih fenolnih spojeva nije utvrdena

korelacija s vremenom predtretmana
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Tablica 12. Rezultati korelacijske matrice vremena trajanja predtretmana s fenolnim

spojevima DMU-a proizvedenim uz predtretman ultrazvukom kod pojedinih sorti

ISTARSKA
ROSULJA OBLICA LEVANTINKA
BJELICA
Varijable VRIJEME (min)

Hidroksitirosol -0,759 -0,321 -0,012 -0,182
Tirosol / -0,393 0,027 -0,110
Oleacin -0,355 0,041 -0,606 -0,313

Oleokantal 0,087 0,487 -0,381 0,158
Ligstrozid -0,799 -0,332 -0,691 -0,734
Spojevi oko
-0,840 -0,416 -0,620 -0,729
oleacina
Spojevi oko
-0,799 -0,317 -0,302 -0,711
oleokantala
3. skupina
-0,830 0,077 -0,590 -0,667
spojeva
4. skupina
-0,419 0,221 -0,698 -0,103
spojeva

Neidentificirani

-0,508 0,071 -0,520 -0,361
spojevi
UKUPNI -0,824 -0,043 -0,762 -0,773

Podebljane vrijednosti su razli¢ite od 0 sa znacajnos¢u 0=0,05

Dobiveni rezultati se podudaraju s istrazivanjima koje su proveli Clodoveo i sur.
(2013b) te Igdiam i sur. (2017) koji su zabiljezili kako produljenje trajanja tretmana
ultrazvukom rezultira smanjenjem koncentracije fenolnih spojeva. Utjecaj snage ultrazvuka i
vremena predtretmana na koncentracije fenolnih spojeva u DMU-u se pokazao negativnim s
jace izraZzenim utjecajem na sorte rosulju i oblicu te slabije izrazenim utjecajem na sorte
istarsku bjelicu i levantinku. Moguci uzroci smanjenja fenola u DMU-u su prvenstveno uc¢inak

kisika na enzimske reakcije i neenzimsku oksidaciju koje dovode do oksidacije fenolnih
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spojeva, a posljedi¢no i do smanjenja njihove koncentracije. Prisutnost kisika moze utjecati na
aktivnost endogenih enzima poput PPO-e, POD-e i B-glikozidaze (Clodoveo i sur., 2013a). Kao
moguce rjeSenje smanjenja koncentracija fenolnih spojeva Igdiam i sur. (2019) su u svom
istrazivanju opisali kontroliranje ili smanjenje koncentracije kisika tijekom predtretmana
ultrazvukom §to je rezultiralo pove¢anjem koncentracije fenolnih spojeva. Takoder, smanjenje
koncentracije fenolnih spojeva moze biti rezultat visokih temperatura i tlakova, kao i
mehanickih sila smicanja, koje nastaju tijekom kavitacije, a mogu utjecati na promjenu
strukture i funkcije fenolnih spojeva, ali i endogenih enzima (lqdiam i sur., 2017; Clodoveo i
sur., 2013a).

4.1.3 Analiza glavnih komponenata

Kako bi se utvrdio dominantni utjecaj istrazivanih faktora (snage ultrazvuka, vremena
tretiranja i sorte) na koncentraciju fenolnih spojeva DMU-a proizvedenih uz predtretman
ultrazvukom provedena je analiza glavnih komponenata. Analiza glavnih komponenata ili
skraceno PCA (od eng. Principal component analysis) je statisticka metoda koja se koristi za
analizu meduodnosa izmedu velikog broja varijabli na na¢in da objasnjava te varijable pomoc¢u
manjeg broja faktora, koji se nazivaju glavne komponente, a da pritom gubitak informacija

bude minimalan (Zaiontz, 2023).

Na slici 4 prikazane su istrazivane varijable (fenolni spojevi) u koordinatnom sustavu
faktora 1 koji objasnjava 57,31 % varijabilnosti rezultata i faktora 2 koji objasnjava 22,17 %
varijabilnosti rezultata. Faktor 1 je znacajno pozitivno utjecao na koncentracije oleacina,
oleokantala, ligstrozida, neidentificirane spojeve oko oleacina i oko oleokantala,
neidentificirane spojeve u 3. i 4. skupini spojeva te ukupnih fenolnih spojeva dok je s druge
strane, znacajno negativno utjecao na koncentracije tirosola i hidroksitirosola. Faktor 2 je
znacajno pozitivno utjecao na koncentracije oleokantala, ligstrozida, neidentificiranih spojeva
oko oleokantala i pojedina¢nih neidentificiranih spojeva, a negativho na koncentracije
neidentificiranih spojeva oko oleacina i neidentificiranih spojeva iz 3. i 4. skupine

neidentificiranih spojeva.
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Slika 4. Projekcija fenolnih spojeva DMU-a proizvedenih uz predtretman ultrazvukom u

prostoru prva 2 faktora

Na slici 5 prikazana je distribucija uzoraka u koordinatnom sustavu faktora 1 i 2. Jasno
je vidljivo kako su stvorene definirane grupe prema sortama maslina. Uzorci proizvedeni iz
sorte istarske bjelice su se smjestili u I. kvadrantu §to znaci da su karakterizirani visokom
koncentracijom oleokantala, ligstrozida, neidentificiranih spojeva oko oleokantala i
pojedinacnih fenolnih spojeva, odnosno spojevima koji pozitivno koreliraju s 1. i 2. faktorom.
Uzorci proizvedeni iz sorte levantinke su se ve¢im dijelom smjestili u Il. kvadrantu, a manjim
dijelom u 1. kvadrantu te su karakterizirani visSim koncentracijama hidroksitirosola i tirosola,
odnosno pozitivnim djelovanjem faktora 2, ali negativnim djelovanjem faktora 1. Na uzorke
proizvedene iz sorte oblice, takoder smjestene u II. kvadrantu, faktor 1 je utjecao negativno s
vecom znacajnoS¢u nego na uzorke iz sorte levantinke, dok je faktor 2 utjecao jednako
pozitivno. Uzorci proizvedeni iz sorte rosulje su se smjestili u IV. kvadrantu $to znaci da su

karakterizirani viSom koncentracijom oleacina, neidentificiranih spojeva oko oleacina, spojeva
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iz 3. 14. skupine neidentificiranih spojeva te ukupnih fenolnih spojeva, odnosno spojevima koji
pozitivno koreliraju s faktorom 1, a negativno s faktorom 2. PCA je potvrdila rezultate
dobivene ANOVA analizom, odnosno kako upravo sorta masline ima najznacajniji utjecaj na

sastav fenolnih spojeva u DMU-a proizvedenom uz predtretman ultrazvukom.

@ Istarska bjelica ® Levantinka e Oblica Rosulja
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3 6
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Slika 5. Projekcija uzoraka DMU-a proizvedenih uz predtretman ultrazvukom u prostoru
prva 2 faktora za fenolne spojeve (R-rosulja; 1B-istarska bjelica; O-oblica; L-levantinka)
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4.2  Pulsirajuce elektri¢no polje

Primjenom pulsirajuceg elektricnog polja materijal se izlaze kratkim impulsima struje
visokog napona uslijed Cega dolazi do permeabilizacije staniéne membrane. Nastale pore
olakSavaju oslobadanje tvari iz stanica i povecavaju prijenos mase, Inaktiviraju
mikroorganizme i degredativne enzime (Pérez i sur., 2021; Clodoveo i sur., 2014). Upotrebom
PEP-a kao predtretmana mijeSenju u proizvodnji DMU-a skracuje se vrijeme trajanja i
temperatura mijesenja, povecava prinos ulja i nutrijenata poput fenolnih spojeva, pri ¢emu ne
dolazi do narusavanja kvalitete i organoleptickih svojstava ulja (Leone i sur., 2022; Clodoveo
i sur., 2014).

Dobiveni rezultati masenih koncentracija fenolnih spojeva, prisutnin u DMU-u
proizvedenom uz predtretman PEP-em, podijeljeni su prema sortama i prikazani u tablicama
13, 14, 151 16. Dobiveni rezultati su prikazani kao srednja vrijednost * standardna devijacija

masenih koncentracija izrazenih u mg tirosola/kg ulja.

U kontrolnim uzorcima vidljivo je da je najveca ukupna koncentracija fenolnih spojeva
prisutna kod sorte rosulje (291,9 + 3,3 mg/kg), a nesto manja kod istarske bjelice (246,4 + 38
mg/kg) i levantinke (224 + 18,7 mg/kg), dok je kod oblice zna¢ajno manja (97,1 £ 4,6 mg/kg).
Ukupna koncentracija fenolnih spojeva kod kontrolnih uzoraka DMU-a proizvedenog uz
predtretman PEP-em je niza od kontrolnih uzoraka DMU-a proizvedenog uz predtretman
ultrazvukom, no vidljivo je kako su i kod ultrazvuka i kod PEP-a kod istarske bjelice i rosulje
koncentracije vece, a najmanje su kod oblice. Do razlika izmedu ultrazvuka i PEP-a doslo je
zbog malih razlika u proizvodnji s obzirom da su uzorci tretirani ultrazvukom proizvedeni u
institutu u Splitu na Abencor sustavu za laboratorijsku proizvodnju DMU-a, dok su uzorci
tretirani PEP-oem proizvedeni na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu na

sustavu dizajniranom za zamjenu Abencor sustava za laboratorijsku proizvodnju DMU-a.

Sorta rosulja je, usporedujuci s ostalim istrazivanim sortama, kao i1 kod kontrola DMU-
a proizvedenog s predtretmanom ultrazvukom, karakterizirana najvisim koncentracijama
oleacina, grupe neidentificiranih spojeva oko oleacina te grupa neidentificiranih spojeva,
prema retencijskim vremenima svrstanima u 3. i 4. skupinu neidentificiranih spojeva. Takoder
ima niske koncentracije oleokantala i grupe neidentificiranih spojeva oko oleokantala,
hidroksitirosola, tirosola i ligstrozida.
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Tablica 13. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola/kg ulja) DMU-a sorte rosulje (R) proizvedenih uz predtretman PEP-em, izraZene kao

srednja vrijednost + standardna devijacija

Fenolni spoj

Uzorak (sorta-vrijeme [s]-jakost elektri¢nog polja [kKV/cm])

(mg tirosola/kg ulja)
R-0-0 R-60-1  R-30-2  R-90-2 R-18-45 R-60-45 R-102-4,5 R-30-7 R-90-7  R-60-8
.= Hidroksitirosol | 2.1£03 1540 61.7+08 949+12 ND*  309+05  ND 24+0.1 21+0 49.6+0.4
5]
E) Tirosol 28+0 | 27+0 | 229+03 266+03 ND | 255+25  ND 26+0 | 24+0 17.8+02
[7,]
= 87.1 + 103.8+ = 483+ 1165+  119.6+
= .
g Oleacin lal | 872£06 713%14 | 57£07 s e 402+86 0 0o 761£07
&
= +
5;5 Oleokantal | 41.9+25 422+05 33.9+04 335+03 436+2.1 299+88 457=0.1 462+0.5 4%91 363403
2 .
= Ligstrozid 61+08 65+01 51+0  3+01  42+02 6+15  39+01 55+16 3(')9; 51+0.1
5 oko oleacina | 44.6+33 52.8+0.6 487+0.7 37403 373+1.5 2§i99i 10.1+83  402+02 44+02 50.8+0.5
£ k | 12.9 +
2 0%0 16515 175+02 13.8+0.1 10.7+0 13.6+0.8 124+72 95+1.6 13.9+12 ' 14.1+0.1
= oleokantala 0.1
= O
QD o=
= + + +
B &  3.skupina | 559+23 624205 5907 @ O/8 464+2  Y2E 909144 513x03 OZLE 542105
g 17.7 143 0.6
S
= 4.skupina | 15.8+13 151+08 12440 92+21 86+05 107+3.8 12.6+3.1 13.940.5 14(;).311 12.1+0.6
Ukupni pojedinacni | ., , ¢, 0] giq] 6640 91406 76+14 66+19 79+15 0F  gi1i01
neidentificirani spojevi 0.1
280.6+ | 2919+ | 2522+ | 3362+ | 2666+ @ 2199+ | 1263+ | 3003+ 3045+ | 3241+
WL LTINOIL 9.5 33 3.4 12.6 11.9 46.5 13.6 5.1 4.1 3.5

ND* — nije detektirano
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Tablica 14. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola/kg ulja) DMU-a sorte istarske bjelice (IB) proizvedenih uz predtretman PEP-em,

izrazene kao srednja vrijednost = standardna devijacija

. . Uzorak (sorta-vrijeme [s]-jakost elektri¢nog polja [kV/cm])
Fenolni spoj
(mg tirosola/kg ulja)

IB-0-0 1B-60-1 IB-30-2 I[B-90-2 | IB-18-4,5 1B-60-4,5 1B-102-4,5 [IB-30-7 @ [B-90-7 IB-60-8
= Hidroksitirosol ND* ND ND ND ND ND ND ND ND 39,8 +0,4
Y
'z Tirosol 3+0,3 3,70 3,70 3,7+0,1 4,1+£0 59+43 34+0,1 33+0,1 6(’)61i 43,3+ 0,4
v B
- . 82,6 + 107,9 + 102,1 + 104,8 +
.g Oleacin 10,1 0.5 0.5 12 85,709 72+174 | 778+0,7 | 82,5+03  653+1 | 31,9+0,3
b= 128,5 £ 124,5 + 1272 + 120,7 £ 111,7+ 61,8 £
% Oleokantal 69,9 +£8,3 0.6 02 0.1 0.8 235 752+09 | 77,9+0,8 0.7 38,8 +0,6
=
- Ligstrozid 83+1,7 133+04 144+03  144+04 | 129+£02 9+£19 9,8 +0,3 85+04 | 940 | 7,1+£0,2

oko oleacina | 159+38 | 21,6+0 | 23,7+0,1 | 23,6+0,1 | 17+0,2 | 59+5,6 | 19,7+0,1 16+0 1%2;: 39+0,1
-= 9
=
+
° - O 30,7+3.4  39,7+0 42+04 424+1 | 37,8+03 | 31,4+3,4 | 349+0,7 32+0,9 35,7 27+0,5
25 > oleokantala 0,4
S E 2
5E 2 12,5 +
© E #  3.skupina | 18,8+9,2 32,7+04 | 342+13  32,6+0,1 31,6+0,7 18,653 193+6,6 | 9.9+0,2 0’ 1 7,70
-s b
= 324+
4. skupina 83+29 | 17,7+0,3  17,3+0,1 17,6+0,1 18+0,2 | 12,5+4,8  6,4+0,1 52+1,3 i 5 ND
Ukupni pojedinacni | ¢, s¢. 15 72101 7340 4+0 63+08  102+0  85+15 84+0 64+0,1
neidentificirani spojevi
246,4 + 370,9 + 368,9 + 373,5+ 271 2438 £ 217+ 205,8 £
UKUPNI FENOLI 38 0.1 32 0.2 33242 43.8 256,7+9.4 5.4 3.9 2.5

ND* — nije detektirano
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Tablica 15. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola/kg ulja) DMU-a sorte oblice (O) proizvedenih uz predtretman PEP-em, izrazene kao

srednja vrijednost + standardna devijacija

Fenolni spoj

Uzorak (sorta-vrijeme [s]-jakost elektri¢nog polja [kV/cm])

(mg tirosola/kg ulja)
0-0-0 0-60-1  0-302  0-902 O0-1845 0-60-4,5 0-102-45 0-30-7 0-90-7  0-60-8

= Hidroksitirosol | 11,1£3 151404 8905 39%13 0+0  89+26 84+01  17+0 49+29 2302

5]

B Tirosol 241+38 306+06 263+04 24+04 184+0 208+65 242+03 1%811 239+0,5 19,8+0,1

[7,] 9

5 Oleacin 3240 ND* ND ND ND 42+0,1 ND ND ND ND

£ 239+

= Oleokantal 24431 | 238+04 236+04 227+05 229+02 23+38 222404 o1 212£05 204203

D D)

=

= Ligstrozid 35405 43+01 38+0,1 3,8+0,1 ND 42+08 @ 3,7+0]1 @ 3,6+0 35+0 3,640,
= oko oleacina | ND ND ND ND ND 53+0,1 ND ND ND ND

=

= ko 229+

2 _ 0 18£1,5 255+04 266+05 251+0,6 263+03 20,1+1,8 218405 ; 214+05 21,6+02
e oleokantala 0,1

= O

QD o=

= o

T &  3.skupina | 59+05 68=0,1 65+0  57+0,1  55+01 57+04  56+0 | 550 55+01 52+0,
S

3 4.skupina | 23+0,8 29+1,7 21+01 18+0,1 1,7+0  2+06 2,740 ND 1,840 ND
Ukupnipojedinacniis  , , | 6+0 53+0,1  49+0,1 880  87+23 71+02  65+0 7+18 @ 53+0.1

neidentificirani spojevi
UKUPNI FENOLI | 97,1 £4.6 11;1,51 + 1023 21 £ 90105 81314 9?17; 94,4435 S%ii 87.6+89 783+08

ND* — nije detektirano
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Tablica 16. Koncentracije fenolnih spojeva (mg tirosola/kg ulja) DMU-a sorte levantinke (L) proizvedenih uz predtretman PEP-em, izraZene

kao srednja vrijednost + standardna devijacija

. . Uzorak (sorta-vrijeme [s]-jakost elektri¢nog polja [kKV/cm])
Fenolni spoj
(mg tirosola/kg ulja)

L-0-0 L-60-1 L-30-2 L-90-2 L-18-4,S L-60-4,5 L-102-4,5 L-30-7 L-90-7  L-60-8
= Hidroksitiresol | 20.9+7,5 17,1+£0,7 23,9+0,1 ND* 145+0,6 247+79  372+0 |402+08  13+0,7  11,9+0
2
§- Tirosol 13,5+42 11,1+04 149+0,1 2,6+0 | 10,1+0,1 185+6,7 185+0,5 19,1+0,2 13,6+0 130’31i
E 36,4 + ’
= Oleacin 41 +4,1  50,8+1,6 394+04 842+0,6 49,7+0,8 393+56 | 38,6+1,7 329+04 0’2 55+£0
2] s
=
‘é Oleokantal 629+2 63,824 63,4+0,6  81,4+03 | 659+0,7 61,725 59,7+2,1 |572+0,7 670 | 68,1=+0
3
- Ligstrozid 102+£0,5 109+03 9,5+0 12,6+04 9+0,1 1012  10,5+0,6 10,102 79+0 1‘821 -
= oko oleacina | 283+3,5  35+1,5 | 258+0,1 357+£03 2064+05|262+39 | 348+0,1 | 328+08 17,9+0 3%8;:
s :
4= ko 28,1 £
= = o 21,5+0,8  22,6+0,8  203+0,2 | 252+0,2 | 19,5+0,3 | 21+1,8 224+1,7 | 754+£08 | 174+0 ’
e oleokantala 0,4
S o
ST 6,6+ | 13,1+
g = 3.skupina | 92+29 122+23 83+£22  20,6+51 103+42 86+27 132+0,1 7,6+0,1 (’) 1 3’ 2
§ b b
> 4. skupina 5+£0,8 5105  59+1,2 8,603 7+0,9 52+1,5 5+£0,4 72+3,7 | 72+4 | 7,5£33
Ukupni pojedinacni | |, o, 5 107504 97+02  141+04 102213 138=41 161=01 12301 S2* 139

neidentificirani spojevi 0,1 0,1

224 + 2393 + 221,1 + 2225 + 2294 + 2421 + 1959+ | 2659+

UKUPNI FENOLI 18,7 10,9 1.9 285+59 9.5 19,1 255,9+5,5 0.3 3.6 5.6

ND* — nije detektirano
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Sorta istarska bjelica je kao 1 kod ultrazvuka karakterizirana najviSim koncentracijama
oleokantala 1 grupe neidentificiranih spojeva oko oleokantala. Takoder, ima visoke
koncentracije oleacina, grupe spojeva oko oleacina i grupe neidentificiranih spojeva, prema
retencijskim vremenima svrstanima u 3. skupinu neidentificiranih spojeva, dok su

koncentracije hidroksitirosola i tirosola niske.

Sorta oblica sveukupno gledajué¢i ima znacajno nizu koncentraciju fenolnih spojeva,
dok zasebno gledajuc¢i ima vece koncentracije oleokantala i grupe neidentificiranih spojeva oko
oleokantala, dok su koncentracije oleacina i grupe neidentificiranih spojeva 3. i 4. skupine
spojeva vrlo niske, a grupa neidentificiranih spojeva oko oleacina nije detektirana. Za razliku
od kontrole kod DMU-a proizvedenog iz sorte oblice kod predtretmana ultrazvukom,
koncentracije hidroksitirosola i tirosola su vece. Sorta levantinka je, kao i kod ultrazvuka,
karakterizirana najvisom koncentracijom hidrokitirosola i tirosola. Takoder ima visoku
koncentraciju oleacina, oleokantala te grupe neidentificiranih spojeva oko oleacina i

oleokantala, dok su koncentracije ostalih spojeva nesto nize.

4.2.1 ANOVA

Rezultati provedene ANOVA statisticke analize, sa 95 %-tnom znacajnosti, su
prikazani u tablici 17. U tablici su prikazane p-vrijednosti za pojedini faktor (sorta, jakost
elektri¢nog polja i vrijeme predtretmana) kao i za njihove interakcije, a vrijednosti za koje je
pokazan statisticki znacajan utjecaj su podebljane. Sorta je, kao i kod ultrazvuka, pokazala
statisticki vrlo visoki utjecaj na sve pojedinaéne i na ukupne fenolne spojeve (p<0,001).
Vrijeme predtretmana ima statistiCki vrlo visoki utjecaj na koncentracije hidroksitirosola,
tirosola, oleacina grupe neidentificiranih spojeva oko oleokantala i ukupne koncentracije
fenolnih spojeva (p<0,001) te statisti¢ki visoko znacajan utjecaj na koncentracije oleokantala,
grupe neidentificiranih spojeva oko oleacina, 3. skupinu neidentificiranih spojeva i ukupne
pojedinacne neidentificirane spojeve. Jakost elektricnog polja je pokazala statisticki vrlo visoki
utjecaj na koncentracije svih pojedina¢nih i na ukupne fenolne spojeve (p<0,001) osim na

koncentraciju pojedinac¢nih neidentificiranih spojeva.

Interakcija sorte i vremena predtretmana imaju statisticki znaCajan utjecaj na
koncentracije svih fenolnih spojeva. Takoder, statistic¢ki znacajan utjecaj na koncentracije svih

fenolnih spojeva ima interakcija sorte i jakosti elektricnog polja, osim na koncentraciju ukupnih
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Tablica 17. Rezultati provedene ANOVA analize uz 95 %-tnu znacajnost kod uzoraka DMU-a proizvedenih uz predtretman PEP-em

. . vrijeme* sorta * vrijeme
jakost « sorta* jakost . P
. - . oy sorta oy jakost jakost
Fenolni spojevi sorta vrijeme (s) elektricnog .. elektri¢nog oy oy
. vrijeme . elektri¢nog elektri¢nog
polja (kV/cm) polja . .
polja polja
= Hidroksitirosol | <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,110 0,007
P
§. Tirosol <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,153 0,047
§ Oleacin <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,153 0,047
)
E Oleokantal <0.0001 0,002 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,251 0,648
%)
=
8 Ligstrozid <0.0001 0,514 <0.0001 0,001 0,000 0,194 0,202
.'5 oko oleacina | <0.0001 0,037 <0.0001 0,000 0,021 0,609 0,071
£
?5’ «= | oko oleokantala | <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
g & | Sskupina 0001 0012 <0.0001  <0.0001 0,001 0,704 0,445
5 spojeva
g .
5 4.skupina | o 0001 0467 <0.0001  <0.0001  <0.0001 0,893 0,443
spojeva
Ukupni pojedinacni g 0591 003 0,175 0,000 0,083 0,217 0,048
neidentificirani spojevi
UKUPNI <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,004 0,052

Kod podebljanih vrijednosti prisutan je statisticki znacajan utjecaj na 95 %-tnoj razini vjerojatnosti



pojedinacnih spojeva. Vrijeme predtretmana i jakost elektricnog polja imaju statisticki
znaCajan utjecaj samo na koncentracije grupe neidentificiranih spojeva oko oleokantala i
ukupnih fenolnih spojeva. Interakcija sva tri istrazivana faktora ima statisticki znacajan utjecaj
na koncentracije hidroksitirosola, tirosola, oleacina, grupe neidentificiranih spojeva oko

oleokantala 1 ukupnih pojedinacnih neidentificiranih spojeva.

4.2.2 Korelacije

U tablici 18 prikazane su vrijednosti korelacije jakosti elektri¢nog polja i koncentracija
fenolnih spojeva prema sortama. Statisticki znacajna korelacija (p < 0,05) je prisutna kod
podebljanih vrijednosti. Kod rosulje je jakost elektri¢nog polja negativno korelirala samo s
koncentracijom ukupnih pojedina¢nih neidentificiranih spojeva odnosno povecanjem jakosti
elektri¢nog polja dolazi do smanjenja koncentracije fenolnih spojeva, dok kod koncentracija

ostalih fenolnih spojeva nije utvrdena korelacija.

Kod istarske bjelice jacina elektriCnog polja znaCajno je pozitivno utjecala na
koncentracije hidroksitirosola i tirosola, a negativnho na koncentracije oleacina, grupe
neidentificiranih spojeva oko oleacina, grupa neidentificiranih spojeva 3. i 4. skupine i ukupnih
fenola, dok kod preostalih fenolnih spojeva nije utvrdena korelacija. Kod oblice je jakost
elektricnog polja negativno statisticki znacajno utjecala na koncentracije hidroksitirosola,
tirosola, grupa neidentificiranih spojeva 3. i 4. skupine i ukupnih fenolnih spojeva, dok kod
preostalih fenolnih spojeva nije utvrdena korelacija s jakosti elektricnog polja. Kao 1 kod
rosulje, kod levantinke jadina elektriénog polja nije korelirala s koncentracijama fenolnih
spojeva, osim pozitivnog utjecaja na koncentraciju grupe neidentificiranih spojeva oko
oleokantala.
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Tablica 18. Rezultati korelacijske matrice izmedu jakosti elektricnog polja i fenolnih spojeva

DMuU-a proizvedenih uz predtretman PEP-em kod pojedinih sorti

ISTARSKA
ROSULJA OBLICA LEVANTINKA
BJELICA
Varijable JAKOST ELEKTRICNOG POLJA (kV/cm)
Hidroksitirosol 0,033 0,451 -0,623 0,153
Tirosol 0,130 0,508 -0,422 0,270
Oleacin 0,040 -0,579 -0,171 -0,163
Oleokantal -0,041 -0,210 -0,276 -0,100
Ligstrozid -0,258 -0,255 0,110 0,064
Spojevi oko
-0,170 -0,446 0,088 -0,023
oleacina
Spojevi oko
-0,269 -0,234 0,139 0,351
oleokantala
3. skupina
-0,277 -0,480 -0,541 -0,126
spojeva
4. skupina
-0,310 -0,395 -0,545 0,282
spojeva
Neidentificirani
-0,455 -0,190 -0,157 0,216
spojevi
UKUPNI -0,061 -0,361 -0,602 0,064

Podebljane vrijednosti su razlicite od 0 sa znacajnosc¢u a=0,05

U tablici 19 prikazane su vrijednosti korelacije vremena predtretmana i koncentracija
fenolnih spojeva prema sortama. Statisticki znacajna korelacija (p<0,05) je prisutna kod
podebljanih vrijednosti. Kod rosulje vrijeme predtretmana je znacajno utjecalo na
koncentracije oleacina, ligstrozida, grupe neidentificiranih spojeva oko oleokantala i ukupnih
neidentificiranih pojedina¢nih spojeva, no taj je utjecaj negativan, odnosno povecanjem
vremena predtretmana dolazi do smanjenja koncentracija fenolnih spojeva. Kod istarske bjelice

kao i kod levantinke nije utvrdena korelacija vremena predtretmana s koncentracijama svih
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fenolnih spojeva. Kod oblice je vrijeme tretiranja pozitivno utjecalo samo na koncentraciju

ligstrozida, dok na koncentracije preostalih fenolnih spojeva korelacija nije utvrdena.

Tablica 19. Rezultati korelacijske matrice vremena trajanja predtretmana s fenolnim
spojevima DMU-a proizvedenih uz predtretman PEP-em kod pojedinih sorti

ISTARSKA
ROSULJA OBLICA LEVANTINKA
BJELICA
Varijable VRIJEME (s)

Hidroksitirosol 0,305 0,092 -0,208 -0,087
Tirosol 0,279 0,156 0,042 0,013
Oleacin -0,374 -0,138 -0,180 0,253

Oleokantal -0,161 0,147 -0,239 0,280
Ligstrozid -0,366 0,149 0,352 0,149
Spojevi oko
-0,332 -0,120 0,092 0,110
oleacina
Spojevi oko
-0,362 0,217 0,246 -0,124
oleokantala
3. skupina
-0,332 -0,034 -0,181 0,315
spojeva
4. skupina
-0,324 -0,028 -0,066 0,171
spojeva

Neidentificirani

-0,683 -0,015 -0,306 0,303
spojevi
UKUPNI -0,248 0,069 -0,083 0,315

Podebljane vrijednosti su razlicite od 0 sa znacajnosc¢u o = 0,05

Utjecaj jacine elektri¢nog polja na koncentracije fenolnih spojeva u DMU-u se pokazao
negativan na sorte istarsku bjelicu 1 oblicu, dok je na sorte rosulju i levantinku neznacajan.
Utjecaj vremena predtretmana PEP-em na koncentracije fenolnih spojeva u DMU-u se pokazao

negativan na sortu rosulju, dok na preostale sorte nije zna¢ajan. RazliCiti utjecaj predtretmana
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PEP-em na DMU-a dobivena iz razlicitih sorti te razli¢it utjecaj na pojedine fenolne spojeve u
skladu je s istrazivanjem koje su proveli Navarro i sur. (2022). Zabiljezili su da tretman nije
utjecao na koncentraciju fenola kod sorte hojiblance, dok je pozitivnho utjecao na sortu
manzanillu. Smanjena koncentracija ukupnih fenolnih spojeva kod sorata istarske bjelice i
oblice, kao i smanjene koncentracije oleacina i oleokantala u DMU-u proizvedenom uz
predtretman PEP-em slaze se s istrazivanjem koje su proveli Abenoza i sur. (2013). Uzrok
smanjenju ukupne koncentracije fenolnih spojeva uz predtretman PEP-em moze biti krace
vrijeme trajanja predtretmana. Porast koncentracija hidroksitirosola i tirosola kod sorte istarske
bjelice se podudara sa istrazivanjem koje su proveli Andreou i sur. (2022) na sorti tsounati.
Nadalje, Leone i sur. (2022), Andreou i sur. (2016) te Andreou i sur. (2022) su zabiljezili porast
u koncentraciji fenolnih spojeva uz primjenu predtretmana PEP-em. Tamborrino i sur. (2019)
su u svom istrazivanju utjecaja predtretmana PEP-em kod proizvodnje ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja zabiljezili porast u koncentracijama oleacina i oleokantala kao i porast u
ukupnoj koncentraciji fenolnih spojeva. Do porasta koncentracija fenolnih spojeva dolazi zbog
elektroporacije uzrokovane PEP-em §to rezultira povecanim prijenosom mase iz stanice kroz
nastale pore u otopinu, a samim time omogucuje i veci prijenos fenolnih spojeva (Navarro i
sur., 2022). Snaga ultrazvuka i vrijeme predtretmana ultrazvukom su imali veci negativan
utjecaj na fenolne spojeve DMU-a, nego jacina elektri¢nog polja i vrijeme predtretmana PEP-
em. Uzrok toga moze biti dulje vrijeme trajanja ili porast temperature kod predtretmana

ultrazvukom.

4.2.3 Analiza glavnih komponenata

Na slici 6 prikazane su istrazivane varijable (fenolni spojevi) u koordinatnom sustavu
faktora 1 koji objasnjava 47,54 % varijabilnosti rezultata i faktora 2 koji objasnjava 21,28 %
varijabilnosti rezultata. Faktor 1 je znacajno pozitivno utjecao na koncentracije oleacina,
oleokantala, ligstrozida, neidentificiranih spojeva oko oleacina, neidentificiranih spojeva u 3. i
4. skupini spojeva te na ukupnu koncentraciju fenolnih spojeva, dok je s druge strane, znacajno
negativno utjecao na koncentraciju tirosola. Faktor 2 je znacajno pozitivno utjecao na
koncentracije oleokantala, ligstrozida i neidentificirane spojeve oko oleokantala, dok je
znac¢ajno negativno utjecao na koncentracije hidroksitirosola, neidentificiranih spojeva oko

oleacina i neidentificiranih spojeva iz 3.skupine spojeva.
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Slika 6. Projekcija fenolnih spojeva DMU-a proizvedenih uz predtretman PEP-em u prostoru

prva 2 faktora

Na slici 7 prikazana je distribucija uzoraka u koordinatnom sustavu faktora 1 i 2. Jasno je
vidljivo kako su stvorene definirane grupe prema sortama kao $to je zamijeceno i kod
ultrazvuka. Uzorci proizvedeni iz sorte istarske bjelice su se smjestili u I. kvadrantu $to znaci
da su karakterizirani visokom koncentracijom oleokantala, ligstrozida i neidentificiranih
spojeva oko oleokantala, odnosno spojevima koji pozitivno koreliraju s 1. i 2. faktorom. Uzorci
proizvedeni iz sorte levantinke su se ve¢im dijelom smjestili u I. kvadrantu, a manjim dijelom
u Il te su na njih faktori 1 i 2 utjecali pozitivno s manjom znacajno$¢u nego na uzorke istarske
bjelice. Uzorci proizvedeni iz sorte oblice su se smjestili u 1. kvadrantu te je na njih faktor 1
utjecao negativno, dok je faktor 2 utjecao pozitivno. Uzorci proizvedeni iz sorte rosulje su se

vec¢inski smjestili u IV. kvadrantu $to znaci da su karakterizirani visokim koncentracijama
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oleacina, neidentificiranih spojeva oko oleacina, spojeva iz 3. i 4. skupine neidentificiranih
spojeva te ukupnih fenolnih spojeva, odnosno spojevima koji pozitivno koreliraju s faktorom
1, a negativno s faktorom 2. Kao i kod ultrazvuka, PCA je potvrdila rezultate dobivene
ANOVA analizom, odnosno kako upravo sorta masline ima najznacajniji utjecaj na sastav

fenolnih spojeva u DMU-u proizvedenom uz predtretman PEP-em.
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Slika 7. Projekcija uzoraka DMU-a proizvedenih uz predtretman PEP-em u prostoru prva 2

faktora za fenolne spojeve (R-rosulja; IB-istarska bjelica; O-oblica; L-levantinka)
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5 ZAKLJUCCI

. DMU-a proizvedena iz istarskih sorti (rosulje i istarske bjelice) sadrze vise udjele fenolnih
spojeva od ulja proizvedenih iz dalmatinskih sorti (levantinke i oblice).

. Najznacajniji utjecaj na sastav fenolnih spojeva u DMU-ima proizvedenim uz predtretman
ultrazvukom i u DMU-ima proizvedenim uz predtretman PEP-em ima sorta masline.

. Utjecaj snage ultrazvuka i vremena predtretmana na koncentracije fenolnih spojeva u DMU-
U se pokazao negativnim s jace izraZenim utjecajem na sorte rosulju i oblicu.

. Jakost elektri¢nog polja pri predtretmanom PEP-om negativno je utjecala na koncentracije
fenolnih spojeva u DMU-ima istarske bjelice i oblice. S druge strane, vrijeme predtretmana
je imalo negativan utjecaj samo na ulja proizvedena iz sorte rosulja dok na ostale sorte nije
znacajnije utjecalo.

. Predtretman ultrazvukom pokazuje veéi negativan utjecaj na fenolne spojeve DMU-a, nego

jakost elektri¢nog polja i vrijeme predtretmana PEP-em.
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