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SAZETAK

Djevicansko maslinovo ulje tradicionalno se koristi kao naljev za konzerviranje razliitih vrsta
namirnica. Pri tome moze doc¢i do migracije i medusobnih interakcija sastojaka kao §to su npr.
proteini iz skute i tofua te fenolne tvari iz djevicanskog maslinovog ulja, uz promjene u
nutritivnim, senzorskim i funkcionalnim svojstvima obiju skupina tvari. Kao indirektni
pokazatelj interakcija, u ovom su radu istrazene promjene udjela ukupnih fenola djevi¢anskog
maslinovog ulja tijekom njegovog visednevnog kontakta sa skutom i tofuom. Ukupni fenoli
odredeni su kolorimetrijskom metodom i reagensom visoko specificnim za ove tvari. Simuliran
je tradicionalni postupak cuvanja komadiéa skute i tofua u naljevu (7, 14 1 21 dan u hladnjaku,
uz omjer masa materijal/ulje 1,3). Udio vode u ulju porastao je s pocetnih 0,06 % na konac¢nih
0,23 % (kontakt sa skutom) te 0,67 % (kontakt s tofuom). Pokazatelji hidrolitickog i
oksidacijskog kvarenja ulja blago su se ali statisticki znacajno smanjili, vjerojatno zbog
njihovog amfifilnog karaktera i porasta udjela vode u ulju. Do zna¢ajnog smanjenja ukupnih
fenola u ulju doslo je ve¢ nakon sedam dana cuvanja pri 2 + 2 °C (za 48 % pod utjecajem skute
1 za 53 % pod utjecajem tofua), a nakon 21 dana za 65 % (utjecaj skute) te za 73 % (utjecaj
tofua). Utvrden je logaritamski pad udjela fenola pod utjecajem tofua (R* = 0,96) te &vrsta
negativna linearna povezanost omjera masa tofu/ulje i udjela fenola u ulju tijekom sedam dana
cuvanja pri 6 + 2 °C (r = -0,98). Razlike izmedu materijala vjerojatno proizlaze iz razli¢itih
karakteristika 1 udjela proteina u suhoj tvari, te razli¢itih udjela vode i drugih sastojaka u
matriksu hrane. Rezultati pruzaju korisne informacije za evaluaciju tradicionalnih postupaka
cuvanja hrane u djevicanskom maslinovom ulju kao naljevu, budu¢i da ukazuju na dinamiku
interakcija fenola 1 proteina koje mogu rezultirati smanjenjem bioraspoloZivosti i

biodostupnosti obiju skupina tvari.

Kljuéne rijeci: djevicansko maslinovo ulje, skuta, tofu, interakcije protein-fenol



SUMMARY

Virgin olive oil is traditionally used as a marinade for the preservation of various types of food.
This can lead to migration and mutual interactions of ingredients such as proteins from whey
cheese and tofu and phenolic substances from virgin olive oil, with changes in the nutritional,
sensory and functional properties of both groups of substances. As an indirect indicator of
interactions, this work investigated changes in the proportion of total phenols of virgin olive oil
during its several-day contact with whey cheese and tofu. Total phenols were determined using
a colorimetric method and a highly specific reagent for these substances. The traditional
procedure of keeping pieces of whey cheese and tofu in an infusion was simulated (7, 14 and
21 days in the refrigerator, with a mass ratio of material/oil of 1.3). The proportion of water in
the oil increased from the initial 0.06 % to the final 0.23 % (contact with whey cheese) and 0.67
% (contact with tofu). Indicators of hydrolytic and oxidative deterioration of oils decreased
slightly but statistically significantly, probably due to their amphiphilic character and the
increase in the proportion of water in the oil. A significant reduction of total phenols in the oil
occurred after only seven days of storage at 2 + 2 °C (by 48 % under the influence of whey
cheese and by 53 % under the influence of tofu), and after 21 days by 65 % (influence of whey
cheese) and by 73 % (influence of tofu). A logarithmic decrease in the proportion of phenol
under the influence of tofu (R? = 0,96) and a strong negative linear relationship between the
mass ratio of tofu/oil and the proportion of phenol in oil during seven days of storage at 6 + 2
°C (r = -0,98) were determined. The differences between the materials probably stem from
different characteristics and the proportion of protein in the dry matter, and different proportions
of water and other ingredients in the food matrix. The results provide useful information for the
evaluation of traditional food preservation procedures in virgin olive oil as an infusion, since
they indicate the dynamics of phenol-protein interactions that can result in a decrease in the

bioaccessibility and bioavailability of both groups of substances.

Key words: virgin olive oil, whey cheese, tofu, protein-phenol interactions
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Ljudi su od davnina na razli¢ite nacine konzervirali hranu kako bi je mogli konzumirati
tijekom cijele godine (Sicari i sur., 2021). U mediteranskim zemljama tradicionalno se kao
prirodni konzervans koristi djevi¢ansko maslinovo ulje. Djevi¢ansko maslinovo ulje usporava
kvarenje jer smanjuje izlozenost hrane kisiku, a ujedno je obogacuje prirodnim
antioksidansima, uglavnom fenolima iz skupine sekoiridoida. Na taj na¢in moze se konzervirati
Sirok spektar razli¢itih proizvoda. Najcesce su to riblji proizvodi ili sezonsko povrée, ali mogu

se konzervirati i mlijecni proizvodi poput sira (Sicari i sur., 2021; Klisovi¢ i sur., 2022).

U Francuskoj se tradicionalni sir ,,Picodon* ¢uva u maslinovom ulju sa za¢inima radi
usporavanja zrenja te kako bi se mogao konzumirati mjesecima kasnije (Walker, 2003).
,Ladotyri* (gr¢. ladi = maslinovo ulje, gré. tyri = sir) je grcki tvrdi sir konzerviran u
maslinovom ulju. Najpoznatija vrsta je ,,Ladotyri Mytilinis* koji se proizvodi na otoku Lezbosu
i nosi zasticenu oznaku izvornosti (Da Cruz, Vieira, 2017; Donnelly, 2016). U Hrvatskoj se
spominje ,,bracki sir iz maslinovog ulja® koji se do dva mjeseca skladisti u posudama s ekstra
djeviCanskim maslinovim uljem. Nakon vadenja iz posuda, povremeno se premazuje

maslinovim uljem da bi se zastitio od plijesni, ali i stvorio sjajnu i meku koricu (Pavici¢, 2006).

Medutim, izmedu maslinovog ulja i namirnice koja se konzervira moze do¢i do
migracije sastojaka i medusobnih interakcija. Sicari i sur. (2021) izvijestili su da je djevicansko
maslinovo ulje koje su koristili kao medij za konzerviranje suSenih raj¢ica, nakon 6 mjeseci
skladiStenja sadrzavalo fitokemikalije iz raj€ica. U istrazivanju Klisovi¢ 1 sur. (2022), dvije
vrste zrelih kazeinskih sireva i jedan albuminski sir (skuta) skladiSteni su u djevicanskom
maslinovom ulju tijekom dva mjeseca te je uocCena ubrzana hidroliticka i oksidacijska
razgradnja maslinovog ulja. Takoder, smanjio se udio fenolnih tvari u maslinovom ulju, Sto

prema autorima upucuje na njihovu interakciju s proteinima iz sira.



1.1. Skuta

Skuta je tradicionalni hrvatski proizvod koji se dobiva od sirutke tj. nusprodukta u
proizvodnji sira (Antunac i sur., 2011). Naziva se jos 1 albuminski sir ili sir od sirutke i spada u
skupinu mekih sireva. Uglavnom je blagog, slatkog okusa, a boja joj varira od bijele do svijetlih

nijansi zuckaste boje (Tratnik 1 Bozani¢, 2012).

Tehnoloski proces proizvodnje skute temelji se na zagrijavanju sirutke 1 koagulaciji
proteina. Svjeza sirutka zagrijava se odmah nakon sirenja ili se ¢uva do tri dana zbog postizanja
kiselosti. Kako bi se proteini sirutke bolje izdvojili, zakiseljavanje se provodi dodatkom kisele
sirutke, limunske ili octene kiseline. Sirutka se postupno zagrijava u kadi za sirenje uz
neprestano mijesanje. Moze se dodati do 10 % punomasnog ili obranog mlijeka radi bolje
kvalitete 1 veceg prinosa skute. Koagulacija proteina sirutke poc¢inje na 70 °C pri ¢emu nastaje
gusta pjena koju je potrebno odstraniti. Temperatura se povecava te se sirutka zagrijava 10-20
min na 90-95 °C §to dovodi do lomljenja grusa. Tada se grus vadi iz sirne kade pomocu cjedila
i prebacuje u kalupe ili sirne maramice. U kalupima cijedenje traje 4-6 h, a u sirnim
maramicama 6-8 h. Proces soljenja moze se provesti tijekom zagrijavanja ili tijekom cijedenja

sirutke (Antunac 1 sur., 2011; Tratnik i Bozani¢, 2012).

Skuta ima visoku prehrambenu vrijednost jer su proteini sirutke lako probavljivi i imaju
visok stupanj iskoriStenja u organizmu. U sirutku prelazi 50 % suhe tvari mlijeka. Voda ¢ini
najveci dio sirutke (oko 94 %), a u suhoj tvari nalaze se laktoza (oko 75 %), proteini (oko 14
%) te mlije€na mast 1 mineralne tvari (oko 11 %) (Antunac 1 sur., 2011). Sirutkini proteini ili
proteini mlije€nog seruma zauzimaju 18-20 % ukupnih proteina mlijeka, a Cine ih B-
laktoglobulini (50 %), a-laktoalbumini (22 %), imunoglobulini (12 %), proteaze-peptoni (10
%) 1 albumini krvnog seruma (5 %). Najzastupljeniji je B-laktoglobulin koji se sastoji od dva
peptidna lanca, od kojih svaki sadrzi 162 aminokiseline, jednu -SH skupinu 1 dvije (-S-S-) veze.
a-laktoalbumin sastoji se od jednog lanca sa 123 aminokiseline 1 4 stabilne disulfidne veze (S-
S). Proteini sirutke imaju vecu bioloSku vrijednost od kazeina (glavnog proteina mlijeka) zbog
veceg udjela aminokiseline lizina i tioaminokiselina. Osim toga, bioiskoristivosti proteina u
organizmu doprinosi 1 omjer aminokiselina cisteina 1 metionina, koji je u proteinima sirutke
oko 10 puta veéi od onog u kazeinu. Proteini sirutke hidrofilniji su od kazeina te su stoga
otporniji na utjecaj enzima i kiselina tijekom koagulacije mlijeka. Medutim, veéina proteina
sirutke osjetljiva je na visoke temperature pa oni denaturiraju pri temperaturi vecoj od 60 °C.

Sastav skute moZe biti vrlo varijabilan s obzirom na vrstu sirutke koja se koristi kao sirovina 1



nacCin proizvodnje (Tratnik i Bozani¢, 2012). Osim proteina, skuta je dobar izvor nezasi¢enih

masnih kiselina (oleinske i linolne) te kalija (Tudor Kalit, 2019).

1.2. Tofu

Tofu je tradicionalni isto¢njacki proizvod od soje koji potjece iz Kine, gdje se proizvodi
vec vise od dvije tisuce godina (Shalini 1 sur., 2021). Danas je stekao popularnost diljem svijeta
zbog svoje nutritivne kvalitete 1 zdravstvenih dobrobiti (Jooyandeh, 2011). Takoder, ucestala je

namirnica u vegetarijanskoj prehrani jer je jeftin izvor biljnog proteina visoke kvalitete (Pal i

sur., 2019).

Tehnoloski proces proizvodnje tofua zapocinje namakanjem ociS¢enih zrna soje u vodi
9-10 h na 22 °C ili 4-6 h na 32 °C. Kada zrna nabubre, voda se baca i zamjenjuje svjezom u
omjeru vode i soje 10:1. Zrna se zatim sitno melju pa filtriraju pri ¢emu nastaje sojino mlijeko.
Sljjedi kuhanje mlijeka i dodavanje koagulansa (npr. kalcijev 1 magnezijev klorid ili sulfat,
limunska kiselina, glukono-delta-lakton) koji uzrokuje koagulaciju proteina u sojinom mlijeku
pri cemu se izdvaja grus. Sljedeci korak je presanje. Grus se stavlja u drvenu kutiju obloZzenu
tkaninom za filtriranje te pritiS¢e utegom kako bi voda istekla kroz rupe na kutiji. Kada otjecanje
prestane, kutija se stavlja u spremnik s vodom, a zatim preokrece kako bi tofu ispao iz kalupa.
Nakon kratkog odleZavanja u vodi, tofu se reze na prikladne veli¢ine i oblike za prodaju (Shalini

isur., 2021; Macrae i sur., 1993).

Tekstura tofua moZe biti mekana, tvrda ili svilenkasta (Mateljan, 2018). Rezervni
proteini soje, glicinin (11S) 1 B-konglicinin (7S), utjeu na formiranje trodimenzionalne mrezne
strukture tofua, a posljedi¢no tome 1 na teksturu tofua (Shalini 1 sur., 2021). Glicinin (11S) je
heksamer sastavljen od kiselih i bazicnih peptida povezanih disulfidnim vezama, a -
konglicinin (7S) trimer koji se sastoji od podjedinica a, o' i . Razli¢ite sorte soje imaju razlicit
sastav 1 omjer proteina 11S/7S. Ve¢i udio 11S proteina rezultira tvrdim tofuom (Guan i sur.,

2021).

Tofu je namirnica s visokim udjelom proteina, a obuhvaca svih devet esencijalnih
aminokiselina. Sadrzi brojne vitamine (A, C, D, E, K vitamin te vitamine B kompleksa: tiamin,
riboflavin, niacin, pantotenska kiselina, biotin, folna kiselina, piridoksin 1 kobalamin), minerale
(kalcij, bakar, selen, fosfor, kalij, magnezij, Zeljezo, cink, mangan) 1 fitonutrijenate
(izoflavonidi, fenolne kiseline, fitoaleksini, fitosterol, saponini) (Mateljan, 2018; Pal i sur.,

2019). Zbog brojnih hranjivih tvari, tofu ima viSestruke blagodati za zdravlje. Ukljucivanje



tofua u prehranu smanjuje rizik od raznih bolesti, ukljucuju¢i kardiovaskularne bolesti,
hipertenziju, dijabetes, osteoporozu i karcinom (Shalini i sur., 2021; Jooyandeh, 2011).
Izoflavoni iz soje smanjuju razinu kolesterola ¢ime se smanjuje rizik od kardiovaskularnih
bolesti. Takoder, djeluju antikancerogeno 1 protuupalno. Antocijani djeluju kao antioksidansi i
antidijabetici, a utjeCu na prevenciju Alzheimerove i kardiovaskularnih bolesti (Chen i sur.,
2023). S druge strane, tofu moze uzrokovati neke nezeljene ucinke na zdravlje. Naime, soja je
alergen, a oksalati i goitrogene supstance (ometaju proizvodnju hormona Stitnjace) mogu

predstavljati problem za pojedince (Mateljan, 2018).

Buduéi da je tofu po udjelu makronutrijenata i konzistenciji slican skuti, ali uz
kvalitativno razli¢it sastav pojedinih makronutrijenata, on predstavlja prikladan materijal za

usporedbu utjecaja skute na fenole djevicanskog maslinovog ulja.

1.3. Djevi¢ansko maslinovo ulje

Prema Uredbi EU 1308/2013 o uspostavljanju zajednicke organizacije trziSta
poljoprivrednih proizvoda, djevi¢ansko maslinovo ulje dobiva se iz ploda masline (Olea
europea L.) bez uporabe pomoc¢nih kemijskih sredstava, koriste¢i isklju¢ivo mehanicke ili
fizikalne postupke (pranje, centrifugiranje, dekantacija, filtracija) koji ne dovode do promjene
sastojaka ulja. Prvi korak u procesu proizvodnje djevi€anskog maslinovog ulja je priprema
sirovine. Plodovi masline Ciste se od granc€ica 1 li§¢a te peru vodom da se ukloni zemlja i ostale
necistoce. Tako pripremljeni plodovi, melju se kamenim ili metalnim mlinovima da se iz stanica
usploda oslobodi §to viSe ulja. U tom procesu nastaje maslinovo tijesto koje se mijesa kako bi
se razbila emulzija 1 kapljice ulja bolje povezale. Slijedi ekstrakcija ulja iz maslinovog tijesta
koja se moZe provesti na tri nacina: preSanjem, centrifugiranjem ili procjedivanjem.
Ekstrakcijom se dobiva uljni most, tj. mjeSavina ulja i biljne vode. Vertikalnim centrifugama iz
uljnog mosta se izdvaja biljna voda i ¢vrste Cestice, a ostaje svjeZe ulje. Dobiveno ulje mutno
je zbog zaostalih Cestica biljnog tkiva 1 kapljica biljne vode, koji se s viemenom taloze na dnu
spremnika. Talog se uklanja redovitim pretakanjem ili se ulje podvrgava filtriranju. Nakon
bistrenja, ulje se naj¢es¢e puni u boce od tamnog stakla kako bi bilo zaSti¢eno od svjetlosti

(Koprivnjak, 2006).

Prema Delegiranoj uredbi EU 2022/2104 o dopuni Uredbe EU 1308/2013, na trziStu se
djevicanska maslinova ulja razvrstavaju na temelju fizikalno-kemijskih i senzorskih svojstava

u dvije kategorije kvalitete (,,ekstra djevicansko maslinovo ulje* i ,,djeviansko maslinovo



ulje*), dok se u kategoriju ,,maslinovo ulje lampante* uvrStavaju ona ulja koja nisu jestiva jer

ne udovoljavaju nekom od propisanih minimalnih zahtjeva kvalitete.

Djevi¢ansko maslinovo ulje najviSe se proizvodi u mediteranskim zemljama te
doprinosi zdravstvenim dobrobitima mediteranske prehrane kao jedan od njenih temeljnih
sastojaka tj. kao glavni izvor masti (Jimenez-Lopez i sur., 2020). Epidemioloska istrazivanja
dokazala su manju ucestalost kardiovaskularnih bolesti, ateroskleroze i pojedinih vrsta
karcinoma te dulji zivotni vijek na podru¢ju Mediterana. Navedeni zdravstveni ucinci
djelomi¢no se pripisuju visokom udjelu nezasi¢enih masnih kiselina (oleinske) 1
antioksidacijskim svojstvima fenolnih spojeva u djevi€¢anskom maslinovom ulju (Tripoli 1 sur.,

2005).

Djevicansko maslinovo ulje uglavnom se sastoji od triglicerida (97-99 %), a ostatak Cine
tvari poput fenola, fitosterola, tokoferola i karotena koji su odgovorni za funkcionalna i
senzorska svojstva. Maslinovo ulje ima visok sadrzaj mononezasi¢enih masnih kiselina (70-85
%) koje uglavnom ¢ini oleinska kiselina (C18:1). ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline
predstavlja linolna kiselina (C18:2), dok mali udio ¢ine zasi¢ene masne kiseline kao $to su
palmitinska (C16:0) i stearinska (C18:0). Ovakav lipidni profil, uz visok omjer ®6/m3 masnih
kiselina, povezan je sa zaStitnim ucincima na koronarne, autoimune i upalne poremecaje.
Lipofilni pigmenti klorofil i karotenoidi odgovorni su za karakteristiénu boju maslinovog ulja
(Jimenez-Lopez 1 sur., 2020). Tokoferoli su najvazniji lipofilni fenoli u maslinovom ulju jer
inhibiraju autooksidacijsko kvarenje ulja. Najzastupljeniji je a-tokoferol ili vitamin E, a prisutni
su joS B, vy 1 6 oblici (Pejovi€ 1 sur., 2014). Od fitosterola najzastupljeniji je B-sitosterol Cija je
bioloska funkcionalnost smanjenje crijevne apsorpcije viska kolesterola (Zaneti¢ i Gugié,
2006). Od ugljikovodika najznacajniji je skvalen, koji ima antikancerogeno djelovanje. Glavnu

skupinu antioksidansa u maslinovom ulju ¢ine hidrofilni fenoli (Jimenez-Lopez i sur., 2020).

1.4. Fenolne tvari u djevicanskom maslinovom ulju

Fenolni spojevi hidrofilnog karaktera u velikoj mjeri utje€u na kvalitetu djevicanskih
maslinovih ulja. Osim §to svojim antioksidacijskim djelovanjem produzuju vijek trajanja ulja,
pridonose 1 njegovim senzorskim svojstvima daju¢i mu gorcinu 1 pikantnost (Jimenez-Lopez i
sur., 2020). Koncentracija fenola u maslinovom ulju ovisi o brojnim ¢imbenicima kao §to su
sorta masline, regija uzgoja, poljoprivredne tehnike, zrelost ploda, metoda prerade i nacin

skladiStenja ulja (Cicerale i sur., 2010).



Hidrofilne fenolne tvari koje se nalaze u sastavu djevicanskog maslinovog ulja
prikazane su u tablici 1, dok je struktura glavnih predstavnika skupina prikazana na slici 1.
Fenolne kiseline u maslinovom ulju mogu se razvrstati u derivate benzojeve kiseline i derivate
cimetne kiseline. Fenolni alkoholi imaju hidroksilnu skupinu vezanu za aromatsku
ugljikovodi¢nu skupinu (Cardeno i sur., 2013). Od fenolnih alkohola najzastupljeniji su tirosol
1 hidroksitirosol koji mogu biti prisutni u slobodnom ili esterificiranom obliku. Najces¢e su
esterificirani elenolnom kiselinom, na koju se veze glukoza pa nastaju glukozidi, tj.
sekoiridoidi. Oleuropein je sekoiridoid koji je nastao esterifikacijom hidroksitirosola enolnom
kiselinom s vezanom glukozom (Pejovi¢ 1 sur., 2014). Tijekom mljevenja 1 mijeSanja
maslinovog tijesta, hidroliticki enzimi odcjepljuju glukozu pa sekoiridoidi prelaze u aglikone
(npr. oleuropein aglikon). Osim toga, dogadaju se i druge strukturne promjene pri ¢emu nastaju
dimetilirani 1 deacetonski spojevi te dialdehidni oblici fenolnih tvari (Koprivnjak, 2006).
Flavoni sadrze dva benzenska prstena spojena linearnim lancem od tri ugljika, dok se kemijska

struktura lignana temelji na kondenzaciji aromatskih aldehida (Cardeno i sur., 2013).

Tablica 1. Hidrofilne fenolne tvari u djevicanskom maslinovom ulju (Koprivnjak, 2006).

Fenolne kiseline

Sekoiridoidi

Fenolni alkoholi

e vanilinska

e siringinska

e p-kumarinska

e o-kumarinska

e galna

e kavska

e protokatehunska

e p-hidroksibenzojeva

e ferulna

e cimetna

e Dbenzojeva

e 4-(acetoksietil)-1,2-
dihidroksibenzen

oleuropein

oleuropein aglikon
(3',4,-DHPEA-EA)
ligstrozid aglikon (p-HPEA-
EA)

dialdehidni oblik elenolne
kiseline vezane na
hidroksitirosol
(3'4-DHPEA-EDA)
dialdehidni oblik elenolne
kiseline vezane na tirosol (p-
HPEA-EDA)

derivati tirosola

tirosol (p-HPEA)
hidroksitirosol (3',4'-
DHPEA)
hidroksitirosol glukozid

Lignani

(+)-1-acetoksipinorezinol
(+)-pinorezinol
(+)-1-hidroksipinorezinol

Flavoni

apigenin
luteolin

Tijekom prerade, iz ploda masline u ulje prelazi samo 0,5 do 1 % hidrofilnih fenolnih

tvari. Najve¢i udio predstavljaju derivati oleuropein aglikona (90-95 %), zatim derivati

ligstrozid aglikona (5-10 %) te fenolni alkoholi i kiseline (1-1,5 %) (Koprivnjak, 2006).

Fenolni spojevi u djevicanskom maslinovom ulju imaju pozitivne ucinke na zdravlje

koji proizlaze iz njihove kemijske strukture, a o€ituju se antioksidacijskim i protuupalnim
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djelovanjem. Zbog prisutnosti hidroksilne skupine na benzenskoj jezgri, imaju sposobnost
gasenja slobodnih radikala predaju¢i im atom vodika. Stoga se fenolni spojevi povezuju sa
smanjenim rizikom od bolesti karakteriziranih oksidacijskim stresom i upalom, poput

karcinoma, kardiovaskularnih bolesti, probavnih poremecaja 1 metabolickog sindroma

(Rodriguez-Lopez, 2020).

Fenolni alkoholi Fenolne Kkiseline Flavoni
HO OH T
MeO
O o
HO
HO OH O
Hidroksitirosol Vanilinska kiselina
O
OH HO
HO
HO OH O
Tirosol Kavska kiselina Luteolin
Lignani OH Sekoiridoidi
e
OH
(+)-Pinoresinol Oleuropein

Slika 1. Strukturne formule predstavnika razli¢itih fenolnih skupina (Rodriguez-Morato 1 sur.,
2015).



1.5. Interakcije izmedu proteina i fenolnih tvari

Proteini su slozeni polimeri koji mogu biti sastavljeni od 20 razli¢itih aminokiselina
povezanih peptidnim vezama. Sastavni su dio mnogih namirnica kao $to su mlijeko, meso, jaja,
zitarice, mahunarke i uljarice. Proteini mogu tvoriti komplekse s drugim komponentama hrane,
ukljucujué¢i fenolne spojeve, pri ¢emu dolazi do promjena u njihovim strukturnim,
funkcionalnim i nutritivnim svojstvima. Parametri koji utjecu na te interakcije su temperatura i
pH medija, te vrsta i koncentracija proteina i fenolnih spojeva, s time da postoji linearni odnos
izmedu veli¢ine molekule fenola 1 kapaciteta vezanja za proteine (Ozdal i sur., 2013). Fenolne
tvari 1 proteini medusobno mogu tvoriti Cetiri vrste veza: hidrofilne, ionske, kovalentne te

vodikove veze (Han i sur., 2019).

Zbog interakcija s proteinima, neke aktivnosti ili senzorska svojstva fenolnih tvari mogu
biti ,,maskirane®, poput njihove antioksidacijske aktivnosti te gor€ine i pikantnosti. Studije su
pokazale mogu¢i nepovoljan utjecaj interakcija proteina i polifenola na obostranu
bioraspolozivost tj. na dio ukupnog sadrzaja tvari u hrani koji moze biti apsorbiran (engl.
bioaccessibility), te na biodostupnost (engl. bioavailability) koja rezultira bioaktivnoscéu te tvari
nakon gastrointestinalne razgradnje, apsorpcije, metabolizma i distribucije do ciljnih tkiva
(Pinarli, 2020). S druge strane, pretpostavlja se da proteini, uz ostale makromolekule u hrani,
mogu biti prijenosnici polifenola kroz gastrointestinalni trakt 1 §tititi ith od oksidacijskih reakcija

(Jakobek, 2015).

Han 1 sur. (2019) izvijestili su da prirodni polifenolni spojevi iz ¢aja, grozda 1 brusnice
stupaju u interakcije s kazeinom, dok su interakcije s proteinima sirutke zanemarive. Medutim,
Peyrot des Gachons 1 sur. (2021) dokazali su da proteini sirutke znaajno smanjuju gorcinu i
pikantnost djevicanskog maslinovog ulja $to, prema autorima, podupire pretpostavku o
interakcijama izmedu ovih proteina i fenolnih spojeva djevicanskih maslinovih ulja. Takoder,
Rawel 1 sur. (2002) zakljucili su da 1 proteini soje reagiraju s fenolnim spojevima pri ¢emu

blokiraju ostatke lizina, triptofana i cisteina u proteinskim molekulama.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja bio je ispitati promjene udjela ukupnih hidrofilnih fenolnih tvari
djevicanskog maslinovog ulja tijekom trotjednog skladistenja u kontaktu sa skutom odnosno
tofuom pri niskim temperaturama. Pracenje takvih promjena moze posluziti kao indirektni
pokazatelj interakcija izmedu hidrofilnih fenolnih tvari i ostalih sastojaka skute odnosno tofua,
u prvom redu proteina. Dodatni ciljevi bili su utvrditi utjecaj prisutnosti skute i tofua na
oksidacijsko 1 hidroliticko kvarenje djevicanskog maslinovog ulja te na udio vode u

djevicanskom maslinovom ulju.
Plan istrazivanja temeljen je na sljede¢im polaznim hipotezama:

1. ViSednevni kontakt skute i1 tofua s djevicanskim maslinovim uljem uzrokovat ¢e

smanjenje udjela fenolnih tvari u ulju tijekom skladiStenja pri niskim temperaturama.

2. Veca kolic¢ina tofua u djevianskom maslinovom ulju uzrokovat ¢e veée smanjenje

udjela fenolnih tvari u ulju tijekom skladistenja.

3. ViSednevni kontakt skute i tofua s djevianskim maslinovim uljem uzrokovat e
povecanje udjela vode u ulju i slobodnih masnih kiselina tijekom skladiStenja pri niskim

temperaturama.

4. ViSednevni kontakt skute i tofua s djeviCanskim maslinovim uljem nece uzrokovati

znacajne promjene K-vrijednosti u ulju tijekom skladiStenja pri niskim temperaturama.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Skuta

Skuta koriStena u ovom istrazivanju proizvedena je u jednoj od mini mljekara na
podru¢ju Hrvatske, a nabavljena je na maloprodajnom mjestu u Rijeci. Proizvedena je od
sirutke kravljeg mlijeka. Rok trajanja bio je naveden oznakom ,,upotrijebiti do* 10. 4. 2023., uz
uvjet Cuvanja na temperaturi od +4 do +8 °C. Prosjecna hranjiva vrijednost proizvoda prikazana
je u tablici 2, $to ukazuje na deklarirani prosjec¢an udio suhe tvari od 18,5 %. Analiticki utvrden

udio suhe tvari bio je 35,26 + 1,25 %.

Tablica 2. Prosjecne hranjive vrijednosti skute u 100 g

Energija 424 kJ/101 kcal
Masti 59¢g

-od kojih zasi¢ene masne kiseline 4,1 g
Ugljikohidrati 35¢

-od kojih Seceri 35¢g
Bjelancevine 86¢g
Sol 0,5¢g

3.1.2. Tofu

Tofu koriSten u ovom istraZivanju nabavljen je u jednom od supermarketa u Rijeci. Rok
trajanja bio je naveden oznakom ,,najbolje upotrijebiti do kraja“ 2. 2024. Njegova prosje¢na
hranjiva vrijednost prikazana je u tablici 3, temeljem Cega proizlazi da je deklarirani prosjecan

udio suhe tvari 22,8 %. Analiti¢ki utvrden udio suhe tvari bio je 28,82 + 0,58 %.

Tablica 3. Prosjecne hranjive vrijednosti tofua u 100 g

Energija 507 kJ/122 keal
Masti T,1g

-od kojih zasi¢ene masne kiseline 1,2 g
Ugljikohidrati 37¢g

-od kojih Seceri 0,5¢g
Bjelancevine 12¢g
Sol 0Og
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3.1.3. Djevi¢ansko maslinovo ulje

Djevicansko maslinovo ulje koriSteno u ovom istrazivanju deklarirano je u kategoriji

kvalitete ,,ekstra djeviCansko maslinovo ulje”, a nabavljeno je od lokalnog proizvodaca s

podrucja Istre.

3.1.4. Kemikalije i reagensi

Pri provedbi istrazivanja koristene su sljede¢e kemikalije i reagensi:

za odredivanje fenola:
- Fast Blue BB sol hemi (cink klorid) sol, Sigma-Aldrich, SAD
- etanol 96 % v/v, Panreac, Spanjolska
- natrijev hidroksid zrnca 1-2,5 mm, p.a., T.T.T d.o.o., Hrvatska

- kavska kiselina, ¢isto¢a 99 %, Panreac, gpanj olska

b) za odredivanje slobodnih masnih kiselina:

c)

- etanol 96 % p.a., Gram-Mol d.o.o0., Hrvatska
- dietil eter, Macron Fine Chemicals, Njemacka
- otopina fenolftaleina (Riedel-de Haén, Njemacka) u etanolu, 1 % m/V
- otopina kalijevog hidroksida pripremljena iz volumetrijskog standarda kalijevog
hidroksida, 0,1 mol/L (Gram-mol d.o.0., Hrvatska) u etanolu 0,2 mol/L
za odredivanje K232 1 Koss:

- izooktan (2,2,4-trimetilpentan), BDH Prolabo, Ujedinjeno Kraljevstvo.

3.1.5. Uredaji i pribor

Za provedbu analitickih postupaka, koristeni su sljede¢i uredaji:

spektrofotometar HACH DR/400, Colorado, SAD
centrifuga Hettich, SAD

Vortex, IKA, GENIUS 3, Njemacka

magnetska mijesalica, IKA, Njemacka

semimikro analiti¢ka vaga Mettler Toledo, Svicarska
digitalna vaga Kern & Sohn, Njemacka

vlagomjer HE73, Mettler Toledo, Svicarska

ratocioni vakuumski upariva¢ RV 10 digital, IKA, Njemacka
tresilica, IKA KS 130 basic, Njemacka

sterilizator — suSionik ST 80, INKO, Hrvatska.
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Takoder, koriSten je i sljedeci pribor:

- automatska pipeta, Eppendorf Research, Njemacka
- automatska bireta, BRAND GMBH, Njemacka
- stakleno laboratorijsko posude: Erlenmeyerove tikvice od 250 mL, odmjerne tikvice od

25 mL 1 10 mL, menzura od 100 mL, staklene ¢ase od 50 mL, kruskolike tikvice od 25

mL, stakleni lijevci, stakleni Stapici, satna stakalca, Pasteur-pipete, kivete (od kvarcnog

1 optickog stakla), eksikator

- plasti¢ni pribor: plasti¢ne epruvete s cepom na navoj od 15 mL, $prica s iglom od 2 mL,
nastavci za automatsku pipetu
- metalni pribor: metalna Zlica, Spatula, pinceta, cjedilo

- ostali pribor: plitice za vlagomjer, magnet, magnetni Stapi¢, aluminijska folija, vata.

3.2. Metode

3.2.1. Priprema materijala

Za prvi dio eksperimenta, skuta i tofu narezani su na komadi¢e u obliku kvadra,
dimenzija 1,5 cm x 1,0 cm % 1,0 cm. U staklenke od 170 mL dodano je prosje¢no 97 g skute,
odnosno tofua i naliveno djevicanskim maslinovim uljem (prosje¢no 75 g) do grla staklenke,
koja je zatim zatvorena metalnim poklopcem s navojem. Pripremljena je ukupno 21 staklenka:
9 sa skutom i uljem, 9 s tofuom i uljem te 3 s uljem bez dodataka koje je sluzilo kao kontrolni
uzorak (slika 2). Napunjene staklenke ¢uvane su u hladnjaku na 2 + 2 °C. Nakon vadenja iz
hladnjaka, staklenke su ostavljene jedan do dva sata na sobnoj temperaturi radi otapanja nastalih
ugrusaka ulja. Neposredno prije uzimanja alikvota ulja za analizu, sadrzaj sviju staklenki je

homogeniziran njihovim blagim preokretanjem tri do Cetiri puta.

Slika 2. Staklenke napunjene materijalom: A - skuta s uljem (omjer masa skuta/ulje = 1,3), B
- tofu s uljem (omjer masa tofu/ulje = 1,3), C - ulje bez dodataka
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U drugom dijelu eksperimenta koriSten je tofu narezan na komadi¢e u obliku kvadra,
dimenzija 1,5 cm X 1,0 cm x 1,0 cm. Staklenke od 170 mL punjene su tofuom do odredene
razine te nadopunjene djevicanskim maslinovim uljem. Pripremane su tri varijante punjenja: u
prvoj varijanti razina punjenja staklenke komadi¢ima tofua iznosila je 100 % (staklenka
napunjena do vrha), u drugoj varijanti 66 %, a u trecoj varijanti 33 %. Omjer masa tofua i ulja
za svaku od varijanti punjenja naveden je u tablici 4. Pripremljene su tri staklenke za svaku
varijantu te dvije staklenke s uljem bez tofua kao kontrola. Napunjene staklenke cuvane su u
hladnjaku sedam dana na 6 + 2 °C. Neposredno prije uzimanja alikvota ulja za analizu, sadrzaj

sviju staklenki homogeniziran je njihovim blagim preokretanjem tri do Cetiri puta.

Tablica 4. Plan punjenja staklenki tofuom i uljem

Razina punjenja Omjer masa tofua

Masa tofua (g) Masa ulja (g)

staklenki tofuom (%) i ulja
100 97,0 75,0 1,3
66 60,0 100,0 0,6
33 27,4 120,6 0,2

3.2.2. Odredivanje fenola u djevicanskom maslinovom ulju

Fenoli u djevicanskom maslinovom ulju odredeni su prilagodenim Fast Blue BB
(FBBB) testom koji su predlozili Siano 1 sur. (2021). Metoda se temelji na
spektofotometrijskom odredivanju azo derivata koji nastaju spajanjem fenolnih spojeva s

FBBB diazonijevom soli u alkalnom pH.

U plasticnu epruvetu s ¢epom na navoj odvagano je 0,7000 g ulja koje je prethodno
filtrirano kroz sloj celulozne vate radi uklanjanja primjesa (Cestica skute ili tofua te kapljica
vode). Dodano je 2,0 mL reagensa FBBB (0,1 % m/V u etanolu spektofotometrijske ¢istoce) i
2,0 mL 5 % (m/V) vodene otopine NaOH. Epruvete su stavljene 20 min na vorteks mjeSalicu
sa spuzvastim nosatem koja je namjeStena na najjacu treSnju (razina 6). Nakon toga
centrifugirane su 5 min na 6000 okretaja u minuti. Iz centrifugiranih epruveta automatskom
pipetom preneseno je u Ciste epruvete 3,0 mL vodenog sloja, koji je takoder centrifugiran 5 min
na 6000 okretaja u minuti. Centrifugirani vodeni ekstrakt izvucen je iz epruvete Spricom od 2
mL s iglom te prenesen u kivetu od optickog stakla. Izmjerena je apsorbancija
spektrofotometrom na 420 nm. Kao slijepa proba koristena je mjeSavina 2,0 mL FBBB reagensa

(0,1 % m/V u etanolu spektrofotometrijske ¢istoce) 1 2,0 mL 5 % (m/V) vodene otopine NaOH.
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3.2.2.1. Priprema FBBB reagensa
U staklenu ¢asu odvagano je 0,05 g Fast Blue BB soli, dodano 30-35 mL etanola te
stavljeno na magnetsku mijesalicu na 800 okretaja u minuti u mraku. Nakon otapanja, reagens

je kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 50 mL i nadopunjen etanolom do oznake.

3.2.2.2. Izrada baZzdarnog pravca
Zaizradu bazdarnog pravca koristena je kavska kiselina. Pripremljena je otopina kavske
kiseline u etanolu koncentracije 1 mg/mL. U devet kruskolikih tikvica od 25 mL pipetirani su

volumeni otopine kavske kiseline prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Plan izrade bazdarnog pravca i rezultati apsorbancije

Oznaka Volumen otopine Masa kavske  Apsorbancija

tikvice (mL) kiseline (mg) (420 nm)

0 (SP) 0,000 0,0000 0,000
1 0,150 0,1507 0,224
2 0,200 0,2009 0,293
3 0,250 0,2512 0,359
4 0,300 0,3014 0,403
5 0,400 0,4018 0,495
6 0,450 0,4521 0,545
7 0,500 0,5023 0,609
8 0,600 0,6028 0,701
9 0,700 0,7032 0,789

Tikvice su stavljene na rotavapor s temperaturom vodene kupelji 30 °C. Nakon uparavanja, u
tikvicu je dodano 2 mL FBBB reagensa (0,1 % m/V u etanolu spektrofotometrijske Cistoce) 1 2
mL 5 % (m/V) vodene otopine NaOH. Tikvice su vorteksirane 2 min pa stavljene na tresilicu
20 min na 480 okretaja u minuti. SadrZaj tikvica prebacen je u kivete od optickog stakla te je
izmjerena apsorbancija na 420 nm. Kao slijepa proba koriStena je mjeSavina 2,0 mL FBBB
reagensa (0,1 % m/V u etanolu spektrofotometrijske ¢istoc¢e) 1 2,0 mL 5 % (m/V) vodene
otopine NaOH. Uvrstavanjem vrijednosti masa kavske kiseline na os x, a apsorbancija na os y,

izraden je bazdarni pravac jednadzbe y = 1,0857x + 0,0546 (slika 3).
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Slika 3. Bazdarni pravac za odredivanje fenola

Maseni udio fenola (mg/kg) dobiven je uvrStavanjem vrijednosti apsorbancija fenola u

dobivenu jednadzbu pravca te prerac¢unavanjem na alikvot ekstakta i masu analiziranog ulja.

3.2.3. Odredivanje slobodnih masnih Kkiselina u djevi¢anskom maslinovom ulju

Slobodne masne kiseline u djevicanskom maslinovom ulju odredene su prema metodi
Medunarodnog vijeéa za masline (10C, 2017). U Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL odvagano
je 7,50 g uzorka ulja prethodno filtriranog kroz sloj celulozne vate radi uklanjanja primjesa
(Cestica skute ili tofua te kapljica vode). U drugu tikvicu dodano je 100 mL prethodno
pripremljene mjeSavine otapala etanol:dietil eter u omjeru V:V = 1:1. Otapalo je neutralizirano
0,1 M otopinom KOH uz dodatak 150 pL otopine fenolftaleina u etanolu (10 g/L) kao
indikatora. Neutralizirano otapalo dodano je uzorku ulja. Otopina ulja titrirana je 0,1 M
otopinom KOH u etanolu do promjene boje. Za usporedbu i lakSe uo€avanje promjene boje
koriStena je netitrirana otopina ulja na bijeloj podlozi. Udio slobodnih masnih kiselina izrazen
je kao postotak slobodne oleinske kiseline, a izraCunan je prema sljede¢em izrazu:

Vxc+xM
10*m ’

SMK (%) =
gdje je: V — volumen otopine KOH potroSen u titraciji (mL)
¢ — to¢na koncentracija otopine KOH (mol/L)

M — molekulska masa oleinske kiseline (M = 282 g/mol)

m — masa uzorka ulja (g).
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3.2.4. Odredivanje K232 i K268 u djevicanskom maslinovom ulju

K-vrijednosti u djevicanskom maslinovom ulju odredene su prema metodi
Medunarodnog vijeca za masline za spektrofotometrijsko ispitivanje u ultraljubicastom
podrucju (I0C, 2019). Radi prethodnog uklanjanja primjesa (Cestica skute ili tofua te kapljica
vode), uzorak ulja filtriran je na sobnoj temperaturi kroz sloj celulozne vate. Za odredivanje
apsorbancije na 232 nm, u odmjernu tikvicu od 25 mL odvagano je 0,0700 — 0,0800 g uzorka.
Za odredivanje apsorbancije na 268 nm, u odmjernu tikvucu od 10 mL odvagano je 0,2500 g
uzorka. Tikvice su izooktanom (2,2,4 trimetilpentan) dopunjene do oznake 1 promuckane.
Otopine su prebacene u kvarcne kivete te im je izmjerena apsorbancija spektrofotometrom na
232, odnosno 268 nm. Kao slijepa proba koristen je izooktan spektrofotometrijske ¢istoce.

Koeficijent apsorbancije na odredenim valnim duljinama izra¢unan je prema sljede¢em izrazu:

EA

KA = ,
c*s

gdje je: KA — koeficijent apsorbancije na valnoj duljini A,
EX — apsorbancija mjerena na valnoj duljini 2,
¢ — koncentracija otopine u g/100 mL
s — duljina puta kroz kvarcnu kivetu (cm).

3.2.5. Odredivanje udjela vode u djevicanskom maslinovom ulju

Udio vode u djevi¢anskom maslinovom ulju odreden je susenjem ulja u susioniku na
103 + 2 °C do konstantne mase. Zabiljezena je masa praznih Petrijevih zdjelica koje su
prethodno susene 40 min u susioniku na 103 = 2 °C te ohladene u eksikatoru. Odvagano je oko
10 g ulja te je zabiljeZena masa Petrijevih zdjelica s uljem. Navedene zdjelice postavljene su u
suSionik na 103 = 2 °C. Nakon 1 h, zdjelice su izvadene iz suSionika, stavljene u eksikator te
nakon hladenja izvagane 1 ponovno vra¢ene u susSionik. Postupak je ponavljan do postizanja

konstantne mase. Udio vode izra¢unan je prema sljede¢em izrazu:

voda (%) = 100 — % % 100,

1~ Mo
gdje je: my — masa prazne Petrijeve zdjelice (g),
m, —masa Petrijeve zdjelice s uljem prije susenja (g),

m, — masa Petrijeve zdjelice s uljem nakon susenja do konstantne mase (g).
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3.2.6. Odredivanje udjela vode u skuti i tofuu
Udio vode u skuti i tofuu odreden je vlagomjerom. Na pliticu je postavljeno oko 2,5 g
uzorka skute, odnosno tofua te je pokrenut postupak susenja do postizanja konstantne mase. Po

zavrSetku susenja, postotak vode ocitan je sa zaslona vlagomjera.

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Rezultati istrazivanja statisticki su obradeni u programu Statistica (TIBCO Software
Inc, verzija 14.0.0.15). Podaci su testirani jednosmjernom analizom varijance (one-way
ANOVA) na intervalu pouzdanosti 95 % (p < 0,05). Homogenost varijance provjerena je
testovima Levene 1 Brown-Forsythe. Za pojedine tocke pokusa, srednje vrijednosti paralelnih
odredivanja usporedene su Tukeyjevim testom znacajne razlike za nejednake veli¢ine uzorka
(Tukey's HSD for unequal N). Priprema rezultata za statisticku obradu, izrada grafic¢kih prikaza
te odredivanje jednadzbi korelacija s koeficijentima determinacije (R?) te Pearsonovim

koeficijentima linearne korelacije () obavljeni su programom Microsoft Office Excel.

17



4. REZULTATI

4.1. Udio vode u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa skutom ili tofuom

Udio vode u djevicanskom maslinovom ulju uz dodatak skute, odnosno tofua postupno

se povecavao u odnosu na kontrolni uzorak nakon 7 i 14 dana skladistenja pri 2 = 2 °C.

Medutim, do statisti¢ki znacajnog porasta doslo je tek nakon 21 dana skladistenja (slika 4).
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H Kontrola B Uz dodatak skute & Uz dodatak tofua

Slika 4. Udio vode (%) u djevicanskom maslinovom ulju uz dodatak skute, odnosno tofua
nakon 7, 14 i1 21 dan skladiStenja pri 2 = 2 °C. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna
devijacija tri paralelna odredivanja za kontrolu, odnosno po Sest odredivanja (3 staklenke x 2
paralelna odredivanja) za dodatak skute ili tofua. Srednje vrijednosti oznacene razliCitim
slovima statisticki su zna€ajno razlicite (Tukeyjev test, p <0,05).
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4.2. Udio slobodnih masnih Kkiselina u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa

skutom ili tofuom

Udio slobodnih masnih kiselina u djevi¢anskom maslinovom ulju uz dodatak skute,
odnosno tofua nakon 7, 14 1 21 dan skladiStenja pri 2 + 2 °C prikazan je na slici 5. Ve¢ nakon
sedam dana ¢uvanja evidentiran je statisti¢ki znacajan pad udjela slobodnih masnih kiselina u

uzorcima ulja koji su ¢uvani u kontaktu sa skutom, te jo§ znacajniji pad u kontaktu s tofuom.
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Slika 5. Udio slobodnih masnih kiselina (%) u djevi¢anskom maslinovom ulju uz dodatak
skute, odnosno tofua nakon 7, 14 i 21 dan skladiStenja pri 2 + 2 °C. Prikazane su srednje
vrijednosti + standardna devijacija tri paralelna odredivanja za kontrolu, odnosno po Sest
odredivanja (3 staklenke x 2 paralelna odredivanja) za dodatak skute ili tofua. Srednje
vrijednosti oznacene razli¢itim slovima statistiCki su znacajno razli¢ite (Tukeyjev test, p <
0,05).
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4.3. K232 i K268 u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa skutom ili tofuom

Na slici 6 prikazan je pad vrijednosti K232 u djevi€anskom maslinovom ulju uz dodatak

skute, odnosno tofua nakon 7, 14 1 21 dana skladiStenja pri 2 £ 2 °C.
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Slika 6. Vrijednosti K232 u djevianskom maslinovom ulju uz dodatak skute, odnosno tofua
nakon 7, 14 1 21 dan skladiStenja pri 2 + 2 °C. Prikazane su srednje vrijednosti tri paralelna
odredivanja za kontrolu, odnosno po Sest odredivanja (3 staklenke % 2 paralelna odredivanja)
za dodatak skute ili tofua. Srednje vrijednosti oznaCene razli¢itim slovima statisticki su
znacajno razlicite (Tukeyjev test, p < 0,05).
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Na slici slici 7 prikazan je pad vrijednosti Kzeg u djevi€anskom maslinovom ulju uz

dodatak skute, odnosno tofua nakon 7, 14 1 21 dana skladiStenja pri 2 £ 2 °C.
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Slika 7. Vrijednosti Kass u djevi€anskom maslinovom ulju uz dodatak skute, odnosno tofua
nakon 7, 14 1 21 dan skladiStenja pri 2 + 2 °C. Prikazane su srednje vrijednosti tri paralelna
odredivanja za kontrolu, odnosno po Sest odredivanja (3 staklenke % 2 paralelna odredivanja)
za dodatak skute ili tofua. Srednje vrijednosti oznaCene razli¢itim slovima statisticki su
znacajno razlicite (Tukeyjev test, p < 0,05).
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4.4. Udio fenola u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa skutom ili tofuom

Na slici 8 prikazane su promjene udjela ukupnih hidrofilnih fenola u djevicanskom
maslinovom ulju uz dodatak skute, odnosno tofua, tijekom trotjednog skladistenja u hladnjaku
na 2 = 2 °C. Udio fenola u kontrolnom uzorku ulja uglavnom se nije statisticki znacajno
mijenjao tijekom tog razdoblja, dok je prisutnost skute odnosno tofua rezultirala znacajnim

padom ve¢ nakon sedam dana skladiStenja.
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Slika 8. Udio fenola (mg/kg) u djevicanskom maslinovom ulju uz dodatak skute, odnosno tofua
nakon 7, 14 i 21 dan skladiStenja pri 2 + 2 °C. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna
devijacija Cetiri paralelna odredivanja za kontrolu, odnosno po devet odredivanja (3 staklenke
x 3 paralelna odredivanja) za dodatak skute ili tofua. Srednje vrijednosti oznacene razlicitim
slovima statisticki su znacajno razlicite (Tukeyjev test, p < 0,05).
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U drugom dijelu eksperimenta koriSten je tofu kao model, te je u odnosu na prvi dio

eksperimenta primijenjeno krace ¢uvanje (sedam dana) pri neSto viSim temperaturama (6 £ 2

°C). Promjene udjela fenola u ulju prikazane na slici 9 ukazuju na brzi pad pri vi§im u odnosu

na nize temperature ¢uvanja.
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Slika 9. Udio fenola (mg/kg) u djevi¢anskom maslinovom ulju uz dodatak tofua tijekom sedam
dana skladiStenja pri 6 = 2 °C. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija Cetiri
paralelna odredivanja za kontrolu (K), te Sest odredivanja (3 staklenke x 2 paralelna
odredivanja) za dodatak tofua. Srednje vrijednosti oznaCene razli¢itim slovima statisticki su
znacajno razlicite (Tukeyjev test, p < 0,05).
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U drugom dijelu eksperimenta istraZen je i utjecaj razine punjenja staklenki tofuom na
udio fenola u ulju nakon prvog te nakon sedmog dana Cuvanja pri 6 + 2 °C. Iz rezultata
prikazanih na slici 10 vidljivo je da je nakon kratkotrajnog ¢uvanja od jednog dana samo 100
%-tna razina punjenja dovela do statisticki znacajnog pada udjela ukupnih fenola. Nakon sedam

dana Cuvanja statisti¢ki znacajan ucinak zabiljezen je kod svih razina punjenja staklenki

tofuom.
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Slika 10. Udio fenola (mg/kg) u djevicanskom maslinovom ulju uz razliite razine punjenja
staklenki tofuom: 33 % (T33), 66 % (T66) 1 100 % (T100) nakon prvog i sedmog dana
skladistenja pri 6 = 2 °C. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija Cetiri
paralelna odredivanja za kontrolu, te Sest odredivanja (3 staklenke x 2 paralelna odredivanja)
za dodatak tofua. Srednje vrijednosti oznacene razliitim slovima statisticki su znacajno

razli¢ite (Tukeyjev test, p < 0,05).
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Na slici 11 prikazan je dijagram rasipanja udjela fenola u ulju (zavisna varijabla) u

odnosu na omjer masa tofua i ulja u staklenkama (nezavisna varijabla) nakon prvog dana

skladistenja pri 6 £ 2 °C. Pearsonov koeficijent linearnosti korelacije ukazuje na cvrstu

negativnu linearnu povezanost ovih dvaju parametara (r > -0,80).
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Slika 11. Linearna korelacija izmedu udjela fenola u djevic¢anskom maslinovom ulju (mg/kg) 1

omjera masa tofua i ulja u staklenkama nakon prvog dana skladistenja pri 6 + 2 °C.
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Na slici 12 prikazan je dijagram rasipanja udjela fenola u ulju (zavisna varijabla) u

odnosu na omjer masa tofua i ulja u staklenkama (nezavisna varijabla) nakon sedmog dana

skladistenja pri 6 £ 2 °C. Vrijednosti koeficijenata determinacije (R?) upuéuju na to da je

logaritamska povezanost udjela fenola u ulju i omjera masa tofua i ulja nakon sedmog dana

skladistenja ¢vrsca od linearne povezanosti.
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Slika 12. Linearna 1 logaritamska korelacija izmedu udjela fenola u djevicanskom maslinovom
ulju (mg/kg) 1 omjera masa tofua i ulja u staklenkama nakon sedmog dana skladiStenja pri 6 £

2°C.
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5. RASPRAVA

U ovom radu primarno su pracene promjene udjela hidrofilnih fenolnih tvari u
djevi¢anskom maslinovom ulju uslijed njegovog kontakta sa skutom odnosno tofuom. Skuta i
tofu odabrani su kao modeli istrazivanja zbog sli¢nog udjela, ali razli¢itog sastava pojedinih
makronutrijenata, osobito proteina za koje je poznato da ulaze u interakcije s fenolima. Uz ovaj
primarni cilj, plan istrazivanja obuhvatio je i odredivanje onih pokazatelja sastava i kvalitete
djevicanskog maslinovog ulja za koje se ocekivalo da ¢e se mijenjati u uvjetima provedbe
pokusa (udio vode u ulju te udio slobodnih masnih kiselina kao pokazatelji hidrolitickog

kvarenja), odnosno da se ne¢e mijenjati (K-vrijednosti kao pokazatelji oksidacijskog kvarenja).

5.1. Udio vode u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa skutom ili tofuom
Djevicanska maslinova ulja sadrze vrlo malu koli¢inu vode koja se prema Bendini i sur.
(2007) krece u rasponu od 0,05 — 0,3 % a koja je u pravilu visa kod nefiltriranih u odnosu na
filtrirana ulja. Visak vode moze potaknuti hidroliticku razgradnju tijekom skladistenja ulja Sto
uzrokuje smanjenje kvalitete 1 senzorskih svojstava (Peri, 2014). Djevi¢ansko maslinovo ulje
koje je u ovom pokusu posluzilo kao teku¢i medij za ¢uvanje skute odnosno tofua, u startu je
sadrzavalo 0,07 % vode $to ga svrstava u djevi¢anska maslinova ulja s vrlo niskom razinom
vode. Budud¢i da su i skuta i tofu materijal izrazito bogat vodom, pretpostavljeno je da ¢e tijekom
njihovog visednevnog kontakta s uljem do¢i do migracije vode u ulje. Dobiveni rezultati (slika
4) potvrdili su tu hipotezu — udio vode u ulju uz dodatak skute i tofua isprva se neznatno
povecavao u odnosu na kontrolu, da bi to pove¢anje nakon 21 dana skladiStenja bilo statisticki
znacajno 1 u odnosu na kontrolu i u odnosu na prethodne intervale skladiStenja. Nakon 21 dana
skladiStenja zabiljezena je 1 statisti¢ki znacajna razlika u udjelu vode u ulju uz dodatak tofua
(0,67 %), u odnosu na ulje uz dodatak skute (0,23 %). To se moZe pripisati ve¢em udjelu vode

u tofuu (71,2 %) u odnosu na udio vode u skuti (64,7 %).

5.2. Udio slobodnih masnih kiselina u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa
skutom ili tofuom

Slobodne masne kiseline pokazatelj su hidrolitickog kvarenja djevi¢anskog maslinovog
ulja. Prvenstveno nastaju u oSte¢enim plodovima masline djelovanjem endogenih lipaza koje
dolaze u kontakt s uljem iz vakuola te uzrokuju hidrolizu triglicerida cijepanjem esterske veze
izmedu glicerola i masnih kiselina (Peri, 2014). Prema Delegiranoj uredbi EU 2022/2104,
propisana granica udjela slobodnih masnih kiselina za ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje je <
0,80 %. U kontrolnom ulju iz ovog istrazivanja taj je udio iznosio 0,15 % te je ostao konstantan

tijekom cijelog trotjednog razdoblja skladistenja.

27



Hidroliza esterske veze moze se odvijati uz prisutnost vode u ulju i bez aktivnosti lipaza,
iako znatno sporije. Stoga se pretpostavilo da ¢e viSednevni kontakt skute i tofua s djevicanskim
maslinovim uljem uzrokovati povecanje udjela vode u ulju te udjela slobodnih masnih kiselina
tijekom skladiStenja na niskim temperaturama. Medutim, $to se tice slobodnih masnih kiselina
utvrdeno je suprotno — njihov se udio u ulju uz dodatak skute, odnosno tofua, statisticki
znacajno smanjio u odnosu na kontrolu nakon sedam, te dodatno nakon 14 i1 21 dana skladistenja
pri 2 £ 2 °C (slika 5). Ovi rezultati nisu u skladu s onima iz sli¢nih istrazivanja. Tako su Al-
Ismail 1 sur. (2018) izvijestili o povecanju slobodnih masnih kiselina u ekstra djevi¢anskom
maslinovom ulju skladiStenom s procijedenim kuglicama jogurta tijekom dva mjeseca. Klisovi¢
i sur. (2022) takoder su dokazali povecanje udjela slobodnih masnih kiselina u djevi¢anskom
maslinovom ulju pohranjenom sa skutom nakon jednog mjeseca, a naroc¢ito nakon dva mjeseca
cuvanja. Autori su zakljucili da je do toga doSlo zbog otpustanja vode iz skute koja je
uzrokovala hidrolizu triglicerida. Nadalje, dokazali su da je porast udjela slobodnih masnih
kiselina bio u pozitivnoj korelaciji s udjelom vlage u siru. To je takoder u suprotnosti s
rezultatima ovog istrazivanja u kojem je udio slobodnih masnih kiselina u ulju uz dodatak tofua
(koji je sadrzavao 71,2 % vode) bio statisticki znacajno manji od udjela u ulju uz dodatak skute
(koja je sadrzavala 64,7 % vode). ObrazloZenje ovakvih rezultata moZe leZati u ¢injenici da su
slobodne masne kiseline bipolarnog karaktera, da se mogu smjestiti na granici vodene 1 uljne
faze, te zbog toga biti uklonjene s kapljicama vode tijekom obrade djevi€anskog maslinovog
ulja (Mailer i Beckingham, 2006). U ovom istrazivanju, moguce je da su slobodne masne
kiseline djelomi¢no uklonjene tijekom pripreme uzorka ulja za analizu filtriranjem kroz
celuloznu vatu zajedno s vodom koja je migrirala iz skute ili tofua. U spomenutim sli¢nim
istrazivanjima Al-Isamila i sur. (2018) te Klisovi¢ i sur. (2022) nije navedeno jesu li uzorci ulja
pripremani za analizu filtriranjem, pa bi izostanak tog koraka mogao biti razlog za

nepodudarnost s rezultatima ovog istraZivanja.

5.3. Vrijednosti K232 i K268 u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa skutom ili
tofuom

Spektrofotometrijsko  odredivanje K-vrijednosti u ultraljubi¢astom podrucju
omogucuje procjenu oksidacijskog kvarenja djevicanskog maslinovog ulja. Do oksidacije
uglavnom dolazi tijekom skladiStenja ulja, a pogoduje joj dostupnost kisika te izlozenost
svjetlosti 1 visokoj temperaturi (Sanmartin, 2018). U procesu fotooksidacije, pobudeni kisik
veze se za dvostruke veze u nezasi¢enim masnim kiselinama pri ¢emu nastaju hidroperoksidi.

Tada dolazi do premjeStanja dvostruke veze iz izoliranog u konjugirani poloZaj pa iz linolne
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kiseline nastaju konjugirani dieni, a iz linolenske konjugirani trieni. Konjugirani dieni i
primarni produkti oksidacije (hidroperoksidi) imaju maksimum apsorpcije kod 232 nm, a
konjugirani trieni i sekundarni produkti oksidacije (aldehidi, ketoni) kod 268 nm (Koprivnjak,

2006).

Vrijednosti K»32 1 Kagg u kontrolnom ekstra djevicanskom maslinovom ulju na pocetku
eksperimenta iznosile su 1,90, odnosno 0,16, §to je bilo unutar propisanih granica za ekstra
djevicansko maslinovo ulje (K232 < 2,50, K2 < 0,22, Uredba 2022/2104) i ukazivalo na vrlo
niski stupanj oksidacijskog kvarenja. Pretpostavilo se da viSednevni kontakt skute i tofua s
djevicanskim maslinovim uljem u uvjetima koji ne poti¢u oksidaciju (minimalni prostor
ispunjen zrakom u staklenki, ¢uvanje u tami i pri niskoj temperaturi) nece uzrokovati znacajne
promjene K-vrijednosti u ulju. Medutim, vrijednosti K232 1 K26 u ulju uz dodatak skute ili tofua
bile su cak 1 statisticki znacajno nize u odnosu na kontrolno ulje u svakom od intervala
trotjednog skladistenja (slika 6 i slika 7). Ono $to bi moglo biti povezano s ovim neocekivanim
smanjenjem K-vrijednosti je isto obrazlozenje ponudeno za smanjenje udjela slobodnih masnih
kiselina. Primarni, a osobito sekundarni produkti oksidacijskog kvarenja, polarnije su tvari od
triglicerida, te takoder mogu djelomicno biti uklonjene s kapljicama vode tijekom pripreme
uzorka ulja za analizu filtriranjem. Uz to, zabiljezena je i blaga ali statisticki znacajna razlika
izmedu K>3> ulja uz dodatak skute (nesto viSe vrijednosti) 1 ulja uz dodatak tofua (nesto nize
vrijednosti) nakon 7 i 14 dana skladiStenja, $to je izostalo nakon 21 dana skladiStenja. Izmedu
vrijednosti Koes ulja s dodatkom skute 1 ulja s dodatkom tofua nije bilo statisticki znacajnih

razlika ni u jednom od intervala trotjednog skladiStenja.

Treba napomenuti da se 1 u nekim drugim istrazivanjima pokazao slican trend 1 velike
varijabilnosti u K-brojevima tijekom skladiStenja djevicanskog maslinovog ulja (Shendi i sur.,
2019). U istrazivanju Klisovi¢ 1 sur. (2022), K232 u ekstra djevi¢anskom maslinovom ulju s
dodatkom skute statisticki se znac¢ajno smanjio nakon jednog mjeseca skladiStenja, dok se
nakon dva mjeseca povecao iznad propisane granice za ekstra djevicansko maslinovo ulje.
Vrijednost Kags statistiki se znacajno smanjila nakon jednog mjeseca te ostala nepromijenjena

nakon dva mjeseca.

5.4. Udio fenola u djevicanskom maslinovom ulju nakon kontakta sa skutom ili tofuom
U ovom istrazivanju udio fenola u djevicanskom maslinovom ulju prije kontakta sa
skutom ili tofuom iznosio je 806 mg/kg $to je visoka vrijednost s obzirom na uobicajeni raspon
od 40 do 900 mg/kg (Bakari¢ i sur., 2007). Tijekom trotjednog skladiStenja u hladnjaku na 2 +
2 °C ta je vrijednost uglavnom ostala konstantna tj. bez statisticki znacajnih odstupanja (slika

29



8). Pretpostavka o tome da ¢e visSednevni kontakt djevicanskog maslinovog ulja sa skutom ili
tofuom uzrokovati smanjenje fenolnih tvari u ulju tijekom skladistenja pri niskim temperatura
temelji se na rezultatima niza dosadasnjih istrazivanja koji ukazuju na interakcije izmedu fenola
1 proteina iz razli¢itih namirnica (Ozdal i sur., 2013; Jakobek, 2015; Han i sur., 2019; Peyrot
des Gachons 1 sur., 2021; Rawel 1 sur., 2002). Rezultati ovog istrazivanja prikazani na slici 8
potvrduju takvu pretpostavku. Vidljivo je da se udio fenola u djevi¢anskom maslinovom ulju
uz dodatak obje vrste materijala statisticki znacajno smanjio u odnosu na kontrolu ve¢ nakon
sedam dana skladistenja u hladnjakuna 2 £ 2 °C. Pod utjecajem skute udio fenola u ulju smanjio
se za 48 %, a pod utjecajem tofua za 53 % u odnosu na kontrolu. Klisovi¢ i sur. (2022) proveli
su sli¢no istrazivanje (dugotrajni kontakt skute s djevi¢anskim maslinovim uljem pri 4 °C) te
su nakon mjesec dana takoder dobili smanjenje ukupnih hidrofilnih fenola u ulju. U njihovom
sluCaju taj je pad bio manje izrazen (za 35 % u odnosu na kontrolu) unato¢ duljem vremenu
skladiStenja (30 dana u odnosu na sedam dana) te ve¢em omjeru skuta/ulje (1,8 u odnosu na 1,3
iz ovog istrazivanja). Razlog za takve kvantitativne razlike moze biti viSestruk, od ¢injenice da
su koristili djevicansko maslinovo ulje s nizom poc¢etnom razinom ukupnih fenola (311 mg/kg),
da je udio vode u uzorku skute bio ve¢i (74 % u odnosu na 65 % u ovom istrazivanju) te da su
ukupni fenoli odredeni drugacijom metodom (po Folin-Ciocalteu). Za ovo istrazivanje koristen
je Fast blue BB test koji je specifi¢niji za fenolne tvari od metode po Folin-Ciocalteu kod koje
postoji mogucnost za niz interferencija s drugim komponentama u uzorku hrane, kao $to su

proteini, aminokiseline, Seceri, aromatski amini, organske kiseline i dr. (Pico i sur., 2020).

Usporedujuci utjecaj skute i tofua na udio fenola u ulju (slika 8), tek se nakon 21 dana
skladiStenja moze uociti statisticki znacajna razlika izmedu ovih dvaju matriksa. Pad udjela
fenola pod utjecajem skute zaustavljen je nakon 14 dana skladiStenja, dok se pod utjecajem
tofua nastavio do 21. dana skladiStenja. Uz pretpostavku da su proteini u oba matriksa glavne
komponente koje mogu vezati fenole iz djevi¢anskog maslinovog ulja, mogao se ocekivati ¢ak
1jace izraZen utjecaj tofua. Naime, prema podacima iz tablica 2 i 3, udio proteina u suhoj tvari
tofua kretao se oko 42 %, a u suhoj tvari skute samo oko 25 %. S druge strane, Rawel i sur.
(2002) ukazali su na to da na interakcije fenolnih tvari i proteina znacajno utjece
aminokiselinski sastav te sekundarna i tercijarna struktura proteinskih molekula. Stoga je
moguce objasnjenje za disproporciju u sadrzaju ukupnih proteina 1 u¢inku skute odnosno tofua
na udio fenola u ulju upravo u razli¢itim karakteristikama proteina seruma mlijeka i proteina
soje. Uz to, sukladno onom §to su zakljucili Klisovi¢ i sur. (2022), ne moZe se sa sigurnoscéu

iskljuciti 1 moguénost da 1 drugi sastojci u matriksu hrane (npr. ugljikohidrati) ulaze u
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interakcije s fenolnim tvarima u djevi¢anskom maslinovom ulju. Prema podacima iz tablica 2 i
3, skuta i tofu imali su slicne prosjecne vrijednosti ukupnih ugljikohidrata na 100 g proizvoda,
no uz znacajne kvalitativne razlike - kod skute su to u cijelosti bili Seceri (laktoza), dok su kod
tofua jednostavni Seceri €inili svega 13 % ukupnih ugljikohidrata. Treba naglasiti da uklanjanje
hidrofilnih fenola iz djevicanskog maslinovog ulja moze biti povezano i s koli¢inom vode koja
je tijekom skladiStenja migrirala iz komadic¢a hrane u ulje. S obzirom na visoki afinitet tih fenola
prema vodenoj fazi, vjerojatna je njihova migracija iz ulja u kapljice vode. Stoga se tom
pojavom moze djelomicno objasniti dodatni pad udjela fenola u ulju nakon 21 dana skladiStenja
uz dodatak tofua (udio vode 0,67 %), koji nije bio zabiljezen u uzorku s dodatkom skute i

udjelom vode 0,23 %.

Budu¢i da su se znacajne promjene u sadrzaju fenola pod utjecajem kontakta sa skutom
ili tofuom dogodile ve¢ nakon sedam dana, u drugom dijelu eksperimenta vrijeme skladiStenja
tofua skra¢eno je na sedam dana a promjene su pracene iz dana u dan. Uz to, temperatura
cuvanja povisena je na 6 = 2 °C da se izbjegne skruéivanje ulja. Pad udjela fenola u takvim
uvjetima tijekom sedam dana skladiStenja ulja uz dodatak tofua nije bio linearan ve¢ je imao
logaritamski tok. Koeficijent determinacije (R?) iznosio je 0,96, $to ukazuje na visoku
reprezentativnost logaritamske regresije (slika 9). Nakon jednog dana skladistenja, udio fenola
statistiCki se znac¢ajno smanjio za 37 % Sto moze ukazivati na to da pojedini fenoli iz maslinovog
ulja vrlo brzo ostvaruju interakcije s odredenim proteinima tofua. Nakon sedam dana
skladiStenja, udio fenola u djevicanskom maslinovom ulju s dodatkom tofua smanjio se za ¢ak
84 %. Velika razlika u smanjenju fenola izmedu sedmog dana prvog dijela eksperimenta (za 53
%) 1 sedmog dana drugog dijela eksperimenta (za 84 %) moze se barem djelomi¢no pripisati
tomu §to je u prvom dijelu eksperimenta materijal cuvan na nizoj temperaturi (2 + 2 °C). Niza
temperatura dovela je do djelomi¢ne promjene agregatnog stanja ulja iz tekuceg u kruto, Sto je
vrlo vjerojatno otezalo migraciju fenolnih tvari iz udaljenijih slojeva ulja prema povrSini

komadica tofua.

U drugom dijelu eksperimenta pracen je i utjecaj razliite razine punjenja staklenki
tofuom na udio fenola pri cemu je pretpostavljeno da ¢e veca koli¢ina tofua u djevicanskom
maslinovom ulju (tj. ve¢i omjer masa tofu/ulje) uzrokovati vece smanjenje udjela fenolnih tvari
u ulju tijekom skladiStenja. Na slici 10 uocava se da je smanjenje udjela fenola u odnosu na
kontrolu nakon prvog dana skladiStenja bilo statisticki znacajno za razine 100 % 1 66 %, ali ne
1 za razinu 33 % punjenja staklenki tofuom. Iz dijagrama rasipanja prikazanog na slici 11

vidljivo je da se u tom slucaju radilo o ¢vrstoj negativnoj linearnoj povezanosti omjera masa
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tofu/ulje s udjelom fenola u ulju (» = -0,98). Tijekom tako kratkog kontakta s povrSinom
uronjenog materijala, uglavnom su u prilici reagirati fenoli iz slojeva ulja u neposrednoj blizini.
Kod visih razina punjenja bliski su slojevi ulja viSe zastupljeni nego kod niskih razina, pa je
spomenuta ¢vrsta negativna linearna povezanost nakon jednog dana ¢uvanja razumljiva. Nakon
sedam dana skladiStenja, sve su se razine punjenja staklenki tofuom statisticki znacajno
razlikovale po udjelu fenola (slika 10), pri ¢emu je, ocekivano, najmanji pad fenola zabiljezen
kod razine 33 %, a najve¢i kod razine 100 %. Iz dijagrama rasipanja prikazanog na slici 12
moze se zakljuciti da je negativna linearna povezanost omjera masa tofu/ulje i udjela fenola u
ulju bila znacajna 1 nakon sedam dana skladiStenja (» = -0,82). Medutim, usporede li se
koeficijenti determinacije linearne (R? = 0,68) i logaritamske povezanosti (R? = 0,83), proizlazi
da nakon sedam dana skladiStenja logaritamska regresija bolje opisuje meduovisnost omjera
masa tofu/ulje 1 udjela fenola u ulju. To ukazuje na dodatni faktor koji utje€e na dinamiku
promjena fenolnih tvari djevicanskog maslinovog ulja koje se koristi kao naljev. Radi se o
kretanju molekula iz udaljenijih prema blizim slojevima ulja uslijed koncentracijskog
gradijenta, a koje kod nizih razina punjenja traje duze zbog vece duzine puta. Takva se situacija
kod tradicionalnog nac¢ina ¢uvanja hrane u naljevu od djevi¢anskog maslinovog ulja moze
dogoditi kad se komadi¢i hrane u viSe navrata vade iz naljeva radi konzumiranja, ¢ime se

sukcesivno smanjuje omjer masa hrana/ulje.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju simulacije tradicionalnog postupka ¢uvanja komadié¢a skute i tofua u naljevu

od djevicanskog maslinovog ulja te provedenog pokusa, mogu se donijeti sljedec¢i zakljucci:

1.

Tijekom cuvanja voda migrira iz skute i tofua u djevi¢ansko maslinovo ulje uz znacajan
porast udjela vode u ulju nakon 21 dana - za oko tri puta kod skute te deset puta kod tofua

u odnosu na pocetnu vrijednost.

Pokazatelji hidrolitickog kvarenja ulja blago se ali statisticki znacajno smanjuju uslijed
trotjednog kontakta s materijalom u naljevu, uz nesto veci pad pod utjecajem tofua nego

pod utjecajem skute.

Pokazatelji oksidacijskog kvarenja ulja statisticki se znac¢ajno smanjuju ve¢ nakon sedam
dana ¢uvanja uz minimalne razlike izmedu dvaju materijala, pad K-vrijednosti se nakon
toga usporava, a promjene Kz (sekundarni produkti oksidacije) viSe su izrazene od

promjena K»3> (primarni produkti oksidacije).

Udio fenola u ulju statisticki se znac¢ajno smanjuje ve¢ nakon sedam dana ¢uvanja pri 2 +
2 °C, uz minimalne razlike izmedu dvaju materijala (za 48 % u kontaktu sa skutom 1 53 %
u kontaktu sa tofuom u odnosu na kontrolu); pad udjela fenola se nakon toga blago

usporava.

Pad udjela fenola u ulju uslijed kontakta s tofuom tijekom sedam dana ¢uvanja pri 6 =2 °C

cuvanja (za 37 % odnosno 60 % u odnosu na pocetnu vrijednost).

Udio fenola u ulju i omjer masa tofu/ulje u ¢vrstoj su negativnoj linearnoj povezanosti
nakon prvog dana Cuvanja pri 6 £ 2 °C; nakon sedam dana ¢uvanja jace je izraZena
negativna logaritamska povezanost $to ukazuje na to da je duzina puta molekula dodatni
faktor u dinamici promjena udjela fenola u djevicanskom maslinovom ulju koje se koristi

kao naljev.

Iako se ne moze sa sigurnoscu iskljuciti utjecaj vode te drugih sastojaka u matriksu hrane
koji mogu u¢i u interakcije s fenolima u djevicanskom maslinovom ulju, rezultati ovog
istrazivanja doprinose razumijevanju dinamika promjena sastava ulja, a primjenom Fast
Blue BB testa mogu se dobiti korisne informacije za evaluaciju ovog tradicionalnog

postupka ¢uvanja hrane.
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