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Namen raziskave je bil prouciti vpliv skladiS¢enja in segrevanja pri razlicnih
pogojih na prouCevane parametre v ekstra deviskem olj¢nem olju (EDOO)
Slovenske Istre. Analizirali smo parametre, ki so pokazatelji stopnje oksidiranosti
olja, mascobnokislinsko sestavo, vsebnost antioksidantov, antioksidacijsko
ucinkovitost in oksidacijsko stabilnost. V raziskavo smo vkljucili kakovostna sortna
EDOO Slovenske Istre iz dveh v Slovenski Istri najbolj razSirjenih sort 'Istrska
belica' in 'Leccino', v sklop segrevanja pa smo za primerjavo vkljucili tudi
hladilniku pri 8 °C. Ugotovili smo, da skladi$enje referencnega vzorca olj¢nega
olja pri 8 °C za daljSe ¢asovno obdobje ni primerno, saj se je vecina proucevanih
parametrov v obdobju enega leta spremenila. PrimernejSe je skladis¢enje pri -20 °C,
vendar se tudi pri teh pogojih nekateri parametri, kot so peroksidno Stevilo in
vsebnost ter sestava biofenolov, v obdobju enega leta lahko nekoliko spremenijo. V
sklopu segrevanja smo opravili tri poskuse pri razli¢nih pogojih segrevanja, pri
temperaturi kuhanja (100 °C) in cvrenja (180 °C). Spremembe vecine proucevanih
parametrov so bile izrazitejSe v son¢ni¢nem olju kot v EDOO. Oksidacijska
stabilnost son¢ni¢nega olja je bila tako v svezih vzorcih kot v vzorcih po segrevanju
bistveno manjSa kot v EDOO, saj ima olj¢no olje bolj ugodno mascobnokislinsko
sestavo in vsebuje ve¢ razli¢nih antioksidantov kot son¢ni¢no olje. Na oksidacijsko
stabilnost bolj kot vsebnost o-tokoferola vpliva vsebnosti ostalih antioksidantov
(pigmentov in biofenolov) in mas¢obnokislinska sestava.
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The aim of investigation was to examine the influence of storing and heating at
different conditions on investigated parameters in extra virgin olive oil (EVOO)
from Slovenian Istra. The following determinations were performed: parameters
which indicate the level of oxidation, antioxidants contents, antioxidant activity and
oxidative stability. Only high quality monovarietal EVOO from Slovenian Istra
from cv. Istrska belica and Leccino, two predominatig cultivars in Slovenian Istra,
were included in this investigation; in the heating set of experiments, sunflower oil
was also included for comparison purposes. The samples were stored for one year in
freezer at -20 °C and in refrigerator at 8 °C. Most of the investigated parameters
changed during one year of storing, therefore storing of reference olive oil samples
at 8 °C is not appropriate. It is more appropriate to store samples at -20 °C although
even at this conditions some of the parameters, such as peroxide value, total
biophenols and biophenol composition, can be slightly changed. We performed
three sets of heating experiments at different conditions at the temperature of
cooking (100 °C) and frying (180 °C). Most parameters changed more in sunflower
oil than in EVOO. Before and after heating, oxidative stability of sunflower oil was
substantially lower than oxidative stability of EVOO because olive oil has more
favourable fatty acid composition and higer antioxidants contents than sunflower
oil. The influence of a-tocopherol on the oxidative stability is not as strong as the
influence of other antoxidants and fatty acid composition.
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DPPH 1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil ali a,0-difenil-B-pikrilhidrazil

Iso antioksidacijska ucinkovitost

DML-Agl-dA dialdehidna oblika dekarboksimetil ligstrozid aglikona

DMO-Agl-dA dialdehidna oblika dekarboksimetil olevropein aglikona

L-Agl-dA dialdehidna oblika ligstrozid aglikona

O-Agl-dA dialdehidna oblika olevropein aglikona

EDOO ekstra devisko olj¢no olje
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OOL gliceril dioleat-linoleat

OLL gliceril oleat-dilinoleat

LLL gliceril trilinoleat

000 gliceril trioleat

TyrOH hidroksitirosol

1B 'Istrska belica'

L '"Leccino’

L-Agl ligstrozid aglikon

mk mascobne kisline

COlI Consejo Oleicola Internacional = Mednarodni svet za oljkarstvo

Mv mesSan vzorec

AOM metoda aktivnega kiskika, 'Active Oxygen Method'

MM metoda za dolocevanje klorofilnih pigmentov (Minguez-Mosquera in
sod., 1991

P metoda za dolocevanje klorofilnih pigmentov (Pokorny in sod., 1995)

metoda FC metoda za dolocevanje skupnih biofenolov (Gutfinger, 1981)

(DML-Agl-dA)ox
(DMO-Agl-dA)ox

O-Agl
ARP

sk -20 °C
sk 8 °C

S

HPLC
Tyr

H

Z

oksidirana dialdehidna oblika dekarboksimetilligstrozid aglikona
oksidirana dialdehidna oblika dekarboksimetilolevropein aglikona
olevropein aglikon

protiradikalska mo¢, 'antiradical power value'

skladis¢enje pri -20 °C

skladiS¢enje pri 8 °C

svezi vzorci

tekocinska kromatografija visoke locljivosti

tirosol

vzorci, skladi§¢eni eno leto v h¢adilniku pri 8 °C
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1 UVOD

Olj¢no olje je kot pomemben sestavni del mediteranske diete predmet Stevilnih raziskav na
podro¢jih agronomije, tehnologije pridelave olja iz oljk, zivilske kemije, prehrane in
medicine.

Olj¢no olje ni cenjeno le zaradi svojih gastronomskih odlik, pa¢ pa so ga ze v anti¢nih
casih uporabljali tudi v medicini (Vidrih-Perko, 2002). Danes znanje nasih predhodnikov
potrjujejo Stevilne epidemioloske, klini¢ne in eksperimentalne $tudije. UZivanje olj¢nega
olja pozitivno vpliva na nivo HDL holesterola v krvi, znizuje koli¢ino lipidov v serumu in
zmanjSuje oksidativni stres (Covas in sod., 2006). Poleg tega biofenoli iz olj¢nega olja
preprecujejo oksidacijo LDL holesterola (de la Torre-Carbot in sod., 2007).

Eden od razlogov za pozitivni vpliv oljcnega olja na zdravje je uravnoteZena
mascobnokislinska sestava. Vsebuje malo nasi¢enih maScobnih kislin, veliko oleinske
kisline, ki ima eno dvojno vez, in majhno, vendar zadostno koli¢ino esencialnih mascobnih
kislin z ve¢ dvojnimi vezmi. NasiCene masCobne kisline so zdravju skodljive, ker
zmanjSujejo pretocnost bioloSkih membran (Viola, 1997). Za razliko od drugih olj z veliko
vsebnostjo enkrat nenasi¢enih mascobnih kislin, na primer son¢ni¢nega olja s povecano
vsebnostjo oleinske kisline, odlikujejo oljéno olje tudi prisotni biofenoli, ki so ucinkoviti
antioksidanti.

Nenasi¢ene mascobne kisline so podvrzene oksidacijskim procesom, pri katerih nastajajo
med drugim tudi zdravju Skodljivi prosti radikali. Hitrost oksidacije se veca s Stevilom
dvojnih vezi v mascobni kislini (Mateos in sod., 2005). Zato naj bi ve¢ino zauzitih mascob
predstavljale mascobe z veliko vsebnostjo enkrat nenasi¢ene oleinske kisline, z majhnim
delezem nasic¢enih mascobnih kislin in zadostno koli¢ino esencialnih maS¢obnih kislin.
Uzivanje oksidiranih mascob je vzrok Stevilnih patoloskih stanj (Deiana in sod., 2002).
Izbira najprimernejSega olja za cvrenje je tezka, saj moramo upoStevati oksidacijsko
stabilnost in prehransko vrednost, pomemben dejavnik pa je tudi cena olja.



Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

1.1  NAMEN DELA

Raziskava je obsegala dva sklopa proucevanja ekstra deviskega oljcnega olja (EDOO)
Slovenske Istre.

V prvem sklopu smo ugotavljali spremembe nakaterih parametrov v olj¢nem olju med
skladiS¢enjem pri razliénih pogojih. Laboratorij za preskusanje oljénega olja, v katerem je
potekala nasa raziskava, je od leta 2004 akreditiran za podroc¢je analitike olj¢nega olja.
Kakovost rezultatov preskusov zagotavljamo na razli¢ne nacine: z uporabo certificiranih
referencnih materialov, s sodelovanjem v mednarodnih medlaboratorijskih primerjavah in
z uporabo referencnih vzorcev. Ker na svetovnem trgu ne obstaja mozZnost nabave
certificiranih referen¢nih vzorcev olj¢nega olja, si referen¢ni vzorec pripravljamo sami. Ob
tem pa naletimo na tezavo, saj se nekateri parametri, zlasti tisti, ki so povezani z oksidacijo
olja, s¢asoma spreminjajo. Referencni vzorec zato skladis¢imo v zmrzovalniku pri —20 °C,
da bi ¢imbolj upocasnili neizogibne spremembe v vzorcu. Ob pregledu literature nismo
naleteli na nobeno Studijo, ki bi odgovorila na vprasSanje, kakSni pogoji skladiS¢enja
olj¢nega olja bi zagotovili stabilnost vzorca skozi enoletno ¢asovno obdobje. Zato je bil
eden od ciljev nasega dela ugotoviti, ali je skladis¢enje olj¢nega olja v zmrzovalniku pri
—20 °C ustrezno in ali zagotavlja, da se v tem Casu izbrani parametri ne spremenijo. V
raziskavo smo vkljucili tudi skladis¢enje v hladilniku pri 8 °C.

Drug sklop raziskave je prav tako povezan z oksidacijskimi procesi v oljcnem olju.
Raziskave olj¢nega olja Slovenske Istre so zaceli sodelavci laboratorija LABS leta 1992.
Od takrat dalje nastaja baza podatkov, ki se z leti dopolnjuje in Siri Stevilo prouc¢evanih
parametrov. Doslej Se ni bila opravljena nobena raziskava o obstojnosti olj¢nega olja
Slovenske Istre pri visokih temperaturah. Ugotoviti smo zeleli, kakSne spremembe
potekajo v oljénem olju med dolocevanjem oksidacijske stabilnosti v aparaturi Rancimat.
Spremljali smo tudi spremembe v olj¢énem olju med segrevanjem pri temperaturah cvrenja
(180 °C) in kuhanja (100 °C). V poskus smo za primerjavo vkljucili tudi son¢ni¢no olje, ki
se pogosto uporablja v slovenskih gospodinjstvih.

V obeh sklopih smo v raziskavo vkljucili oljcno olje, ki smo ga dobili neposredno od
pridelovalcev. Tako smo zagotovili pristnost vzorcev tako s staliS§¢a geografskega izvora
olja kot s staliS¢a sortne sestave. V raziskavo smo namre¢ vkljucili dve najbolj zastopani
sorti v Slovenski Istri, 'Istrsko belico' in 'Leccino’. O razlikah med olji obeh sort je ze
precej znanega (Butinar in sod., 1999a, 1999b, 2004, 2006; Butinar in Bucar-Miklav¢ic,
2000), nas pa so zanimale tudi razlike, ki bi se morebiti pokazale med skladiS¢enjem olja
pri nizkih temperaturah in po segrevanju olja.
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Zadnji, a ne najmanj pomemben cilj naloge je bil primerjati rezutate poskusov s podatki iz
mednarodnih objav in tako olj¢no olje Slovenske Istre umestiti v svetovni prostor.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Pred izvajajnem raziskave smo postavili naslednje delovne hipoteze:

* EDOO sorte 'Istrska belica' vsebujejo manj tokofereolov kot EDOO sorte 'Leccino’.

* EDOOQO sorte 'Istrska belica' vsebujejo vec biofenolov kot EDOO sorte 'Leccino'.

* EDOQO sorte 'Istrska belica' so oksidacijsko stabilnejsa kot EDOO sorte 'Leccino'.

* Vsebnost antioksidantov se bo med shranjevanjem in med segrevanjem olja zmanjsala.
Hitrost zmanjSevanja vsebnosti posameznih antioksidantov ne bo enaka.

* Mascobnokislinska sestava se med shranjevanjem olja ne bo bistveno spremenila, saj
bodo masc¢obe v roku trajanja eksperimenta Se vedno zasc¢itene z antioksidanti.

* Mascobnokislinska sestava se bo med segrevanjem olja spremenila. Delez nasiCenih
mascobnih kislin se bo povecal, delez nenasi¢enih mascobnih kislin pa zmanjsal.
ZmanjSanje deleza nenasi¢ene mascobne kisline bo tem vecje, ¢im bolj nenasicena je
kislina.

* Pri shranjevanju in segrevanju olja se bodo povecali p-anisidinsko Stevilo, totoks
Stevilo ter specifi¢na absorpcija pri 232 in 270 nm.

* Oksidacijska stabilnost olj se bo med shranjevanjem in segrevanjem olja zmanjSala.



Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

2 PREGLED OBJAV

2.1 SESTAVA OLJCNEGA OLJA

Za razliko od drugih rastlinskih olj je devisko olj¢no olje pravzaprav sok oljke, saj ga
pridobivamo izklju¢no z mehanskimi postopki pri nizki temperaturi. Iz zmlete olj¢ne
drozge se na razli¢ne mehanske nacine izceja oljéni most in kot stranski proizvod ostanejo
tropine. Iz olj¢nega mosta izlo¢ijo olje s centrifugiranjem. Devisko olj¢no olje, ki ni
primerno za prehrano zaradi slabe kakovosti plodov, neprimernega skladis¢enja plodov in
olja ali preteCenega roka tajanja, se s postopkom rafinacije precisti. Tako rafinirano olje
zgubi skoraj vse bioloSko pomembne snovi, ki so bile v plodu, zato po kakovosti ni
primerljivo z dobrim ekstra deviskim olj¢nim oljem (Bucar-Miklav¢i€ in sod., 2006).

Ekstra devisko olj¢no olje za razliko od rafiniranega olja ohrani poleg triacilglicerolov Se
Stevilne druge spojine, ki pomembno prispevajo k znacilnostim oljénega olja, saj vplivajo
na stabilnost, prehransko vrednost in senzori¢ne znacilnosti. Te spojine so proste mas¢obne
kisline, diacilgliceroli, monoacilgliceroli, fosfatidi, voski, etilni, metilni in sterolni estri,
ogljikovodiki, steroli, triterpenski dialkoholi, tokoferoli, fenoli, klorofilni pigmenti,
karotenoidi in alifatski alkoholi (Kiritsakis in sod., 1998; Boskou, 1996; Ranalli in sod.,
2002). V nadaljevanju podrobneje opisujemo le tiste sestavine olja, ki so povezane z
oksidacijo olj¢nega olja in so bile tudi predmet raziskav tega doktorskega dela.

2.1.1 Mascobnokislinska sestava olj¢nega olja

Na mascobnokislinsko sestavo vplivajo razli¢ni dejavniki, kot so: sorta oljk, letina in
pedoklimatske razmere (Butinar in sod., 2004; Zunin in sod., 2001; D'Imperio in sod.,
2007). V preglednici 1 je navedena maScobnokislinska sestava olj¢nega olja. Podatki
Butinarja in sod. (2004) so rezultat spremljanja mas¢obnokislinske sestave v 340 vzorcih
oljcnega olja Slovenske Istre v destetletnem obdobju od 1992 do 2002. Ti podatki
prikazujejo sestavo oljénega olja, ki je pridobljeno na obmocju Slovenske Istre iz sort, ki tu
uspevajo. Mednarodni svet za oljkarstvo v trznem standardu za olj¢no olje in olje iz tropin
(COI, 2006) navaja SirSa obmocja za posamezne mascobne kisline kot Butinar in sod.
(2004), saj njihovi podatki temeljijo na rezultatih dolo¢evanja mas¢obnokislinske sestave v
bolj raznolikih vzorcih ojénega olja (zajemajo SirSe geografsko obmocje z razlicnimi
pedoklimatskimi razmerami in obSirnejsi nabor sort).
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Preglednica 1: Mascobnokislinska sestava v oljénem olju (COI, 2006; Butinar in sod. 2004)

Table 1: Fatty acid composition of olive oil (COI, 2006; Butinar et al. 2004)

Delez mascobne kisline (ut. %)

Masc¢obna kislina COI (2006) Butinar in _sod. (2004)
X

miristinska kislina (C 14:0) <0,05 0,01
palmitinska kislina (C 16:0) 7,5-20,0 12,64
palmitoleinska (C 16:1 ®7) 0,3-3,5 1,01
margarinska kislina (C17:0) <0,3 0,06
heptadecenojska kislina (C17:1) <0,3 0,10
stearinska kislina (C 18:0) 0,5-5,0 2,56
oleinska kislina (C 18:1 ©9) 55,0 - 83,0 76,53
linolna kislina (C 18:2 w6) 3,5-21,0 5,72
linolenska kislina (C 18:3 ®3) <10 0,62
arasidova kislina (C 20:0) <0,6 0,42
eikozenojska kislina (C 20:1) <04 0,32
behenska kislina (C 22 :0) <0,2 0,12
lignocerinska kislina (C 24:0) <0,2 0,02

Mascobnokislinska sestava je pomembna tako s prehranskega kot s tehnoloskega vidika,
saj je od nje v veliki meri odvisna hitrost oksidacije triacilglicerolov tako v olju samem

med skladisc¢enjem kot v telesu po zauzitju.

2.1.2 Tokoferoli v olj¢nem olju

Tokoferoli so pomembne neumiljive snovi oljénega olja. V olj¢nem olju prevladuje o-
tokoferol, le priblizno 5 % vseh tokoferolov predstavljata B- in y-tokoferol, medtem ko se
d-tokoferol pojavlja le v sledovih. Tokoferoli se v olju nahajajo le v prosti, nezaestreni

obliki (Boskou, 1996).

Tokoferoli so ucinkoviti antioksidanti. Mehanizem delovanja je donacija vodikovega
atoma s fenolne skupine prostim radikalom, ki nastajajo pri oksidaciji lipidov. Potekajo pa
lahko tudi stranske reakcije, zaradi katerih lahko tokoferoli delujejo tudi kot prooksidanti.
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Antioksidacijska uéinkovitost a-tokoferola je najvecja pri nizkih koncentracijah (pod 100
ppm) (Zuta in sod., 2007).

2.1.3 Klorofilni pigmenti v olj¢nem olju

Profil klorofilnih pigmentov in karotenoidov v oljénem olju sestavljajo izkljucno pigmenti,
ki so bili prisotni ze v plodovih, in njihovi derivati, ki nastanejo med mletjem in mesenjem
plodov (Gallardo-Guerrero in sod., 2005). Koli¢ina klorofilnih pigmentov je odvisna od
genskih faktorjev, zrelosti plodov, ekstrakcijskega postopka in pogojev shranjevanja. V
olj¢nem in drugih rastlinskih oljih prevladuje feofitin a (Pheo a) (Psomiadou in Tsimidou,
2001). Poleg tega olj¢no olje vsebuje tudi feofitin b ter klorofil a in klorofil b (Minguez—
Mosquera in sod., 1990). V sledovih zasledimo tudi intermediate katabolizma klorofila in
njihove derivate (Gallardo-Guerrero in sod., 2005).

Mnenja o vlogi klorofilnih pigmentov pri oksidaciji olja niso enotna, ¢emur verjetno
botrujejo razlicni eksperimentalni pogoji posameznih Studij. Psomiadou in Tsimidou
(2002a) sta ugotovili, da feofitin a deluje kot antioksidant, medtem ko sta Rahmani in
Csallany (1998) porocala o mo¢nem prooksidacijskem ucinku iste spojine. Klorofili so
fotosenzitivne spojine, ki prenasajo svetlobno energijo v lipidni substrat in tako
pospesujejo fotooksidacijo (Hrncirk in Fritsche, 2005). Pri fotooksidaciji olja v prisotnosti
klorofilov nastaja zelo reaktiven singletni kisik, ki reagira z nenasi¢enimi masc¢obnimi
kislinami, pri ¢emer nastanejo hidroperoksidi. Njihova razgradnja sprozi radikalsko
reakcijo — oksidacijo (Caponio in sod., 2005).

Klorofilna barvila se pod vplivom svetlobe in poviSane temperature razgrajujejo (Gutiérrez
in Fernandez, 2002; Psomiadou in Tsimidou, 2002a, 2002b). Razgradna reakcija feofitina
a je reakcija prvega reda (Psomiadou in Tsimidou, 2002b).

2.1.4 Karotenoidi v oljénem olju

Karotenoidi so intenzivno obarvane v lipidih topne spojine. Delimo jih na karotene, ki so
ogljikovodiki, in ksantofile, ki imajo na enem ali obeh koncih molekule hidroksilno in/ali
karbonilno skupino. Polienska struktura in druge strukturne lastnosti definirajo lastnosti
spojin (npr. redoks potencial) (Scotter in Castle, 2004; El-Agamey in sod., 2004).
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Skupna koli¢ina karotenoidov v oljcnem olju je od ni¢ do nekaj mg/kg (Psomiadou in
Tsimidou, 2001) ali celo do 100 mg/kg (Cichelli in Pertesana, 2004). V karotenoidni
frakciji pigmentov v oljénem olju prevladujeta B-karoten in lutein, ki je derivat a-karotena
z dvema razlicnima iononskima obrofema: B- in &- obro¢ (Subagio in Morita, 2003),
dolocili pa so tudi manjSe koli¢ine drugih karotenov in ksantofilov: violaksantin,
luteoksantin, auroksantin, anteraksantin, mutatoksantin, neoksantin in neokrom (Giuffrida
in sod., 2006; Psomiadou in Tsimidou, 2001; Roca in sod., 2003; Minguez-Mosquera in
Gandul-Rojas, 1994; Gallardo-Guerrero in sod., 2005). V olju prevladujejo trans-izomeri
karotenoidov. V manj$ih koli¢inah so prisotni tudi Cis-izomeri, ki pa nimajo enake
vitaminske aktivnosti kot trans-izomeri.

A S Y Y e R e PN B-karoten

OH

\\\\\\\\\ lutein

OH

Slika 1: Struktura B-karotena in luteina (Miller in sod., 1996)
Figure 1:  Structure of P-carotene and lutein (Miller et al., 1996)

Sestava karotenoidov v olj¢nem olju je odvisna od sorte (Cichelli in Pertesana, 2004),
zrelosti plodov (Gandul-Rojas in sod., 2000; Gutiérrez in sod., 1999; Minguez-Mosquera
in sod., 1991) in tehnologije predelave (Giuffrida in sod., 2006; Cichelli in Pertesana,
2004; Luaces in sod., 2005).

Karotenoidi lahko delujejo kot antioksidanti (Fakourelis in sod., 1987) ali prooksidanti
(Psomiadou in Tsimidou, 2002b). Na delovanje vplivajo eksperimentalni pogoji in
prisotnost tokoferolov. Delovanje karotenoidov v procesih oksidacije je zelo kompleksno,
saj se tudi sami lahko oksidirajo (Psomiadou in Tsimidou, 2002a).

Antioksidacijsko delovanje karotenoidov lahko pojasnimo na razlicne nacine.
Najverjetneje karotenoidi delujejo kot dusSilci (quencher) singletnega duSika. Glavni
mehanizem duSenja prostih radikalov je prenos energije elektrona. Mozno pa je tudi
kemijsko dusenje singletnega kisika, pri katerem pa karotenoidi reagirajo s kisikom, zaradi
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Cesar se njihova vsebnost zmanjsa. Seveda je zato bolje, da fizikalno duSenje poteka v vecji
meri kot kemijsko (Edge in sod., 1997).

Radikalski mehanizem antioksidacijskega delovanja karotenoidov $e ni dovolj raziskan
(Hrncirik in Fritsche, 2005; Steenson in Min, 2000). Zdi se, da imajo karotenoidi pri
avtooksidaciji nevtralno (Aparicio in sod., 1999) ali pa celo negativno vlogo zaradi
oksidiranih produktov, ki lahko reagirajo z lipidnim substratom in tako pospesujejo
oksidacijo (Subagio in Morita, 2001; Steenson in Min, 2000).

Fakourelis in sod. (1987) pa so predpostavili Se en nacin delovanja B-karotena, ki naj bi v
olju deloval kot svetlobni filter in ga $€itil pred oksidacijo.

Porocajo o sinergijskem delovanju B-karotena in a-tokoferola (Psomiadou in Tsimidou,
2002b; Edge in sod., 1997). Ucinek sinergije verjetno lahko razlozimo s tem, da
a-tokoferol $¢iti B-karoten pred avtooksidacijo (Psomiadou in Tsimidou, 2002b), mozna pa
je tudi obratna razlaga (Edge in sod., 1997; Schroeder in sod., 2006). Sinergijski uc¢inek
tokoferolov in [-karotena oziroma likopena se manjSa z narascajoCo vsebnostjo
karotenoida, pri vsebnosti karotenoida 1000 ppm pa je ucinek celo antagonisti¢en
(Schroeder in sod., 2006).

2.1.5 Biofenoli v oljénem olju

Fenoli so spojine, ki imajo na aromatski obro¢ vezano hidroksilno skupino. Z izrazom
polifenoli oznacujemo veliko skupino spojin rastlinskega izvora, ki pa glede na zgornjo
definicijo niso vse fenoli (Croteau in sod., 2000). V isto skupino jih uvrs¢amo na podlagi
njihovega biosinteznega izvora in funkcije v rastlini. Izraz polifenoli se danes vse
pogosteje nadomesc¢a z drugimi izrazi, kot so rastlinske fenolne spojine, rastlinski fenoli,
fenolne spojine in fenoli, uveljavlja pa se tudi izraz biofenoli, ki poudarja njihov bioloski
izvor.

Oljka spada v rod Olea druzine Oleaceae. Clane druZine Oleaceae lahko okarakteriziramo
ne le po morfoloskih znacilnostih, temve¢ tudi biokemijsko po vsebnosti sekoiridoidov
(Ryan in sod., 2002). Sekoiridoidi so snovi, podobne iridoidom, ti pa imajo Sestclenski
heterociklicni obro¢, povezan s ciklopentanskim obro¢em. Sekoiridoidi z eksocikli¢no
dvojno vezjo na polozaju 8,9 so oleozidi. Najdemo jih le v druzini Oleaceae. Oleozidi sami
niso fenoli, spojine pa lahko dobijo fenolno skupino z zaestrenjem s fenolnimi snovmi, ki
nastajajo po mevalonatni poti. Primer sta najpomembnejsa oleozida v oljkah olevropein in
ligstrozid, ki sta estra elenolne kisline s hidroksitirosolom oziroma tirosolom. Skupaj s
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fenoli se v vzorcih te druzine ekstrahirajo tudi nekateri nefenolni sekoiridoidi ter
verbaskozid in podobne fenolne spojine. Frakcija vsebuje tudi enostavne spojine, kot so
tirosol, hidroksitirosol, ferulna in galna kislina. Biofenole najdemo v vseh delih rastline,
njihova narava in koncentracija pa je v razli¢nih tkivih razlicna. V oljénem olju so doslej
identificirali najmanj 20 razli¢nih biofenolov (Ryan in sod., 2002).

Oy _OH
COOCH; HO
X HO
HO OH
0]
7 OH
OH
elenolna kislina hidroksitirosol tirosol
T o
O O. O
OH 0o COOCH; OH COOCH;
X X
F O P O
OGilu OGilu
olevropein ligstrozid

Slika 2: Olevropein, ligstrozid in njuni sestavni deli (Glu: glukoza) (Ryan in sod., 2002)
Figure 2:  Oleuropein, ligstroside, and their constituents (Glu: glucose) (Ryan et al., 2002)

Glavni komponenti sekoiridoidnih glukozidov v oljki sta olevropein in ligstrozid (slika 2).
Molekulo ligstrozida sestavljajo tri komponente: na elenolno kislino (sekoiridoid) sta
vezana tirosol (fenol) in glukoza. Sestava olevropeina je analogna, fenolni del molekule pa
v tem primeru predstavlja ortodifenol hidroksitirosol (Ryan in sod., 2002).

Znano je, da se vsebnost olevropeina in ligstrozida v poskodovanih plodovih ali med
predelavo oljk v olje zmanjSuje. Rovellini in Cortesi (2002) navajata dve poti razgradnje
(slika 3). Pri prvi poti B-glukozidaza katalizira odcepitev glukoze, pri cemer iz olevropeina
nastane aldehidna oblika olevropein aglikona (spojina la na sliki 3). Prva stopnja druge
razpadne poti je hidroliza. Z odcepitvijo glukoze nastane hidroksi oblika olevropein
aglikona (spojina 1b). Elenolna kislina ima v obeh navedenih aglikonih zaprt obroc.
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Hidroksi-etrska vez v zaprti hidroksi obliki aglikona je nestabilna, zato se obro¢ elenolne
kisline odpre. Nastane enol, ki izomerizira v odprto dialdehidno strukturo (O-Agl-dA,
spojina 1c). Sledi dekarboksilacija, pri ¢emer nastane dialdehidna oblika dekarboksimetil
olevropein aglikona (DMO-Agl-dA, spojina 1d). Na enak nacin razpada tudi ligstrozid
(derivati ligstrozida so spojine 2a, 2b, 2¢ in 2d na sliki 3). Tako kot olevropein in ligstrozid
tudi produkti njune oksidacije absorbirajo UV-svetlobo pri 277 in 280 nm, iz ¢esar lahko
sklepamo, da oksidacija ne poteka na fenolnem, ampak na elenolnem delu molekule.

OH O B-glukozidaza o

o) 0
CO,Me OH CO,Me
H —_— H
H S la:R = OH N
_ O 2a:R=H o
OHC

I:R=0
2:R=H
OGlu CH;
ot
1 Olevropein
la ... aldehidna oblika olevropein aglikona
R 1b ... hidroksi oblika olevropein aglikona
Ic ... dialdehidna oblika olevropein aglikona
1d ... dialdehidna oblika dekarboksimetil
o 0 olevropein aglikona
OH CO,Me
H . .
1b: R = OH 2 Ligstrozid
2b:R=H X 2a ... aldehidna oblika ligstrozid aglikona
o 2b ... hidroksi oblika ligstrozid aglikona
7 2c ... dialdehidna oblika ligstrozid aglikona
OH 2d ... dialdehidna oblika dekarboksimetil
“ ligstrozid aglikona
-COMe
@) 0 0]
OH CO,Me OH 0
H H
lc: R=0H -
1d: R=0H
2cR=H | 2d: R=H |
= O = 9)
I
0 o

Slika 3: Razgradnja olevropeina in ligstrozida (Rovellini in Cortesi, 2002)
Figure 3: Olevropein and ligstroside decomposition (Rovellini and Cortesi, 2002)
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V konéni fazi razgradnje se iz molekule odcepi hidroksitirosol oziroma tirosol. S
spektrofotometrijsko metodo lahko v olju, v katerem sta olevropein in ligstrozid Ze dosegla
konec razgradne poti, Se vedno dolo¢imo relativno veliko vsebnost skupnih biofenolov,
vendar je tak$no olje ze izgubilo svojo svezino, sadezno in harmoni¢no aromo. Biofenoli
mu ne nudijo ve¢ zas¢ite pred oksidacijo v tolikSni meri, kot v svezem olju (Bandel]
Mavsar in sod., 2005).

Poleg sekoiridoidov so v olj¢nem olju v manjsih koli¢inah zastopani tudi:

— lignani: pinorezinol, 1-acetoksipinorezinol in 1-hidroksipinoresinol (Brenes in sod.,
2000; Owen in sod., 2000),

— flavonoidi: apigenin in luteolin (Brenes in sod., 1999) in

— enostavni biofenoli: cimetna kislina, ferulna kislina, galna kislina, kavna kislina
(Rovellini in Cortesi , 2002).

OH R=H pinorezinol
R=0H hidroksipinorezinol
iR OCH; R=O0CH; acetoksipinorezinol
HO
H5CO
Slika 4: Struktura lignanov v olj¢nem olju (Mulinaci in sod., 2006)

Figure 4:  Structure of lignans from olive oil (Mulinaci et al., 2006)

Luteolin: R, =0H
R2 =H
R3 = OH

Apigenin:  R;=OH
R2 =H
R3 =H

Slika S: Struktura flavonoidov v olj¢nem olju (Bouaziz in sod., 2005)
Figure 5:  Structure of flavonoids from olive oil (Bouaziz et al., 2005)
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Naravni antioksidanti lahko delujejo na razli¢ne nacine. Preprecujejo prvo stopnjo verizne
reakcije z odstranjevanjem iniciatorskih radikalov, kelatno veZejo kovine, zmanjSujejo
lokalno koncentracijo kisika ali pa razgrajujejo perokside (del Carlo in sod., 2004).
Najpomembne;jsi nacin antioksidacijskega delovanja biofenolov je verjetno odstranjevanje
prostih radikalov (scavenging) in s tem prekinitev verizne radikalske reakcije, oksidacijo
pa lahko preprecujejo tudi s kelatno vezavo kovinskih ionov, ki katalizirajo oksidacijo
(Briante in sod., 2003).

2.1.6 Hlapne in aromati¢ne sestavine v olj¢enm olju

Identificiranih je bilo Ze preko 100 hlapnih sestavin oljénega olja, med njimi ogljikovodiki,
alkoholi, aldehidi, estri, fenoli in njihovi derivati, oksidirani terpeni in derivati furana.
Nekatere hlapne spojine nimajo vonja, druge pa prispevajo k znacilni aromi olj¢nega olja
(Boskou, 1996). Hlapne snovi nastajajo pretezno kot produkti oksidacije masc¢obnih kislin.
Splosno velja, da hlapne snovi, ki nastajajo po lipoksigenazni poti, katalizirani z
endogenimi encimi, prispevajo k pozitivnim senzori¢nim znacilnostim. Hlapne snovi, ki
nastajajo pri kemijski oksidaciji masc¢obnih kislin, ali snovi, ki nastajajo zaradi delovanja
eksogenih encimov mikrobioloskega izvora, pa so vir senzori¢nih napak (Kalua in sod.,
2007).

2.1.7 Skvalen v olj¢nem olju

Vpliv skvalena na oksidacijo olj¢nega oja je odvisen od koncentracije, in sicer je skvalen
bolj uéinkovit pri vecjih koncentracijah. Zascitni u€inek skvalena se pokaze Sele, ko v olju
ze nekoliko naraste koncentracija hidroperoksidov. Skvalen ni odstranjevalec prostih
radikalov, kar so dokazali z DPPH. Skvalen je dokaj odporen na napade radikalov LOO" in
torej ne prekinja oksidacijske verige. V verigi tridesetih ogljikovih atomov ima Sest
izoliranih dvojnih vezi in tekmuje za oksidacijo s triacilgliceroli. Pri oksidaciji skvalena
nastanejo dokaj stabilni ciklicni hidroperoksidi, ki ne sodelujejo zlahka v propagaciji
reakcije (Psomiadou in Tsimidou, 1999).
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2.2 METODE ZA DOLOCEVANJE NEKATERIH SESTAVIN IN ZNACILNOSTI
OLJCNEGA OLJA

2.2.1 Ugotavljanje stopnje oksidiranosti oljénega olja

Najpomembnejsi vzrok za kvar masti in olj je oksidacija. Primarni produkti oksidacije
lipidov so hidroperoksidi, ki so zelo nestabilni. Iz njih nastajajo sekundarni produkti
oksidacije, kot so ogljikovodiki, alkoholi, ketoni in aldehidi, ti pa se lahko oksidirajo Se
naprej do karboksilnih kislin.

Kvantitativna dolocitev stopnje oksidacije je zelo tezavna. Klasi¢ne metode za proucevanje
oksidacije se nanasajo le na eno skupino spojin, ki so prisotne v kompleksni meSanici, ki
nastane pri oksidaciji. Te metode nam torej dajejo omejene informacije o procesu
oksidacije (Guillén in Ruiz, 2006). Metoda za dolocevanje peroksidnega Stevila je
uporabna za proucevanje zgodnjih stopenj oksidacije, saj meri koli¢ino primarnih
produktov oksidacije. Vedeti pa moramo, da se peroksidno Stevilo z nadaljnjim potekom
oksidacije zmanjsa, saj hidroperoksidi pri poviSani temperaturi hitro razpadajo.

Doloc¢evanje sekundarnih produktov oksidacije mascobnih kislin s tiobarbiturno kislino za
olj¢no olje ni uporabno, saj meri le koli¢ino sekundarnih produktov oksidacije tistih
mascobnih kislin, ki imajo v molekuli najman;j tri dvojne vezi, taksnih pa v olj¢nem olju
skorajda ni (van Loon in sod., 2006). Napredovanje oksidacije lako merimo tudi s
p-anisidinskim testom (Labrinea in sod., 2001). S tem testom ocenimo vsebnost aldehidov,
zlasti 2-alkenalov. Ta metoda je primerna zlasti za dolocevanje kakovosti starih olj z
nizkim peroksidnim $tevilom, kot so na primer olja za cvrenje (Allen in Hamilton, 1994).

Totoks Stevilo je vsota peroksidnega in p-anisidinskega Stevila. Ker zajema tako primarne
kot sekundarne produkte oksidacije, nam omogoc¢a bolj popolno oceno oksidiranosti olja
(Allen in Hamilton, 1994).

Doloc¢evanje specifi¢ne absorpcije pri 232 nm (Kj3;) in 270 nm (K37¢) je enostavna, hitra
in zelo uporabna metoda za oceno oksidiranosti olj¢nega olja, ki jo predpisuje tudi Uredba
Komisije (EGS) §t. 2568/91 (Uredba Komisije..., 1991). Ce so vrednosti parametrov K3,
in Ky visoke, lahko sklepamo, da je olje Ze precej oksidirano, ali pa mu je primeSano
semensko olje, ki vsebuje vecji delez veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin.

K3, je merilo za koli¢ino primarnih oksidacijskih produktov — konjugiranih dienov, ki
nastanejo s premikom ene od dvojnih vezi. Pri oksidaciji linolenske kisline pa nastajajo
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konjugirani trieni, ki imajo absorpcijski maksimum pri 270 nm. Absorpcijo pri 270 nm
povecujejo tudi sekundarni produkti oksidacije, kot so: aldehidi, ketoni in alkoholi
(Koprivnjak, 2006; Maskan in Bagci, 2003).

Obstajajo tudi sodobnejSe instrumentalne metode za doloCevanje oksidiranosti olja, ki pa
Se niso v splosni uporabi. Cosio in sod. (2007) so oksidiranost olja ugotavljali s pomocjo
elektronskega nosu.

2.2.2 Dolocevanje tokoferolov v oljénem olju

Tokoferole obicajno dolocamo s HPLC na normalni fazi (na primer metoda OSIST prEN
ISO 9936: 2004), saj reverzna faza ne omogoca locitve B-tokoferola in y-tokoferola.
Prednosti doloCevanja tokoferolov z reverzno fazo pa so: boljsa stabilnost kolone,
ponovljivost retencijskih ¢asov in hitrej$e uravnotezenje sistema (Gimeno in sod., 2000).

Mozno je tudi soCasno dolocevanje tokoferolov z drugimi komponentami olj¢nega olja
(Psomiadou in Tsimidou, 1998; Gimeno in sod., 2000).

2.2.3 Dolocevanje pigmentov v oljénem olju

Skupne karotenoide in skupne klorofilne pigmente dolo¢ujemo s spektrofotometrijskimi
metodami, ki so hitre, enostavne in poceni.

Spekter ekstrakta karotenoidnih pigmentov iz olj¢nega olja ima obliko prevladujocega
karotenoida luteina, z dvema absorpcijskima maksimumoma med 400 in 500 nm. Za
dolocevanje karotenoidov so izbrali valovno dolzino drugega luteinovega maksimuma
(472 nm), saj pri tej valovni dolzini ni interferenc prevladujocega klorofilnega pigmenta
feofitina a. Klorofilne pigmente pa dolo€amo pri 670 nm. Koli¢ino karotenoidov in
klorofilnih pigmentov se izra¢una s pomocjo ekstinkcijskih koeficientov za lutein in
feofitin a (Minguez-Mosquera in sod., 1991). Lahko pa se meri absorbanca pri 449 nm in
se karotenoide kvantificira s pomoc¢jo umeritvene krivulje, pripravljene z B-karotenom
(Caponio in sod., 2005; Giuffrida in sod., 2006). Zlasti raziskovalci iz $panskega okolja se
najpogosteje odloc¢ajo za delo po metodi Minguez-Mosquera in sod. (1991). Pokorny in
sod. (1995) pa so objavili statisticne podatke za nekoliko druga¢no metodo za doloc¢evanje
klorofilnih pigmentov.
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Za locitev in doloc¢itev posameznih karotenoidov in klorofilnih pigmentov pa se
uporabljajo kromatografske metode. StarejSe kromatografske metode temeljijo na kolonski
ali tankoplastni kromatografiji. Uvedba metod HPLC je prinesla Stevilne prednosti. Metode
so enostavne, hitre, poceni (to je sicer odvisno od detekcije), obcutljive, specifiéne in
natanc¢ne (Su in sod., 2002). Uporaba metod HPLC omogoca istoasno dolocitev klorofilov
in karotenoidov, metode so uporabne za razli¢na rastlinska olja (Gandul-Rojas in sod.,
2000). Nekatere metode HPLC omogocajo istocasno dolocanje pigmentov in tokoferolov
(Psomiadou in Tsimudou, 1998).

Zaradi dolge verige konjugiranih dvojnih vezi so karotenoidi zelo reaktivni — nestabilni.
Da bi se izognili nezazelenim reakcijam karotenoidov, analize izvajamo v temi ali pri
zeleni svetlobi (Gandul-Rojas in sod., 2000; Minguez-Mosquera in sod., 1991), v temni
steklovini (Gimeno in sod., 2000), za zas¢ito karotenoidov dodamo antioksidante (Gimeno
in sod., 2000).

2.2.4 Dolocevanje biofenolov v oljénem olju

2.2.4.1 Ekstrakcija biofenolov iz oljénega olja

Priprava vzorca za analizo fenolnih komponent v raznih rastlinskih tkivih in olj¢nem olju
temelji na ekstrakciji. StarejSi postopki (Gutfinger, 1981; Evangelisti in sod., 1997,
Fogliano in sod., 1999; Akasbi in sod., 1993) za analizo olj¢nega olja temeljijo na
ekstrakciji tekoCe-tekoCe. Vzorec obiCajno ekstrahirajo z zmesjo metanola in vode
(Gutfinger, 1981), lahko pa tudi z metanolom (Kalogeropoulos in sod., 2007a, 2007b).
Vzorec olja se raztopi v heksanu, nato pa se ekstrahira polarne fenolne snovi z zmesjo
metanola in vode. Pomanjkljivost takSne ekstrakcije je slaba ponovljivost, ki jo lahko
pripiSemo nepopolni ekstrakciji ali pa oksidaciji fenolnih spojin med stresanjem (Manino
in sod., 1993).

Kasneje so bili razviti postopki za ekstrakcijo trdno-tekoc¢e (Manino in sod., 1993; Cortesi
in sod., 2002), ki so lahko hitrejsi in imajo boljSo ponovljivost, poraba topil pa je manjsa.
Mannino in sod. (1993) porocajo o ekstrakciji na kartuSah C18 Sep-Pac. Na kartuse,
kondicionirane z zmesjo heksana in etra, so nanesli vzorec olja, nepolarno frakcijo vzorca
so odstranili s spiranjem z zmesjo heksana in etra ter nato eluirali fenolne spojine z
metanolom.

N. Cortesi in sod. (2002) so v svojem delu pokazali, da je metoda z ekstrakcijo na kartuSah
z anionskim izmenjalcem (SPE SAX) v vseh pogledih primerna zamenjava za klasi¢no
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ekstrakcijo tekoce-tekoce. Metoda je inovativna zaradi uporabe anionskega izmenjalca, saj
so drugi raziskovalci uporabljali kartuSe s polnilom C18 (Manino in sod., 1993).

2.2.4.2 Doloc¢evanje vsebnosti biofenolov v oljénem olju z reagentom Folin-Ciocalteu

Vsebnost skupnih biofenolov dolo€amo z reagentom Folin-Ciocalteu, ki vsebuje
heteropolifosfovanadate-molibdate. Ti lahko reagirajo z reducenti, pri ¢emer nastanejo
modro obarvane spojine, verjetno (PMoW/;049)s. Reagent ni specificen za fenolne spojine,
pa¢ pa ga lahko reducirajo tudi druge snovi, na primer vitamin C, Cu(I) ali reducirajoci
sladkorji. Fenoli reagirajo z reagentom le v bazi¢nem mediju, ki ga doseZemo z dodatkom
natrijevega karbonata. Metoda je enostavna in ponovljiva, zato se veliko uporablja za
dolocevanje vsebnosti fenolnih antioksidantov (Huang in sod., 2005).

2.2.4.3 Doloc¢evanje vsebnosti 0-difenolov v oljénem olju

o-difenoli so mnogo mocnejSi antioksidanti kot monofenoli. o0-difenoli lutein,
hidroksitirosol in njegovi derivati imajo pri enakih koncentracijah (izrazenih v milimol/kg
olja) priblizno enako antioksidacijsko ucinkovitost. Zmes dveh o-difenolov ima priblizno
enako antioksidacijsko ucinkovitost kot posamezna spojina s koncentracijo, ki je enaka
vsoti koncentracij obeh o-difenolov. Zato lahko antioksidacijsko ucinkovitost fenolne
frakcije ocenimo z dolocitvijo vsebnosti 0-difenolov (Mateos in sod., 2003).

o-difenole lahko ekstrahiramo iz olja na razli¢ne nacine, na primer z zmesjo metanola in
vode ali s pomocjo kartu§ z diolno fazo. Ekstraktu dodamo natrijev molibdat. Nastanejo
rumeno obarvane spojine, ki jih kvantificiramo spektrofotometrijsko (Gutfinger, 1981).

2.2.4.4 Dolocevanje vsebnosti biofenolov in biofenolne sestave v oljénem olju s tekoc¢insko
kromatografijo visoke locljivosti (HPLC)

Za dolocitev vsebnosti biofenolov s HPLC je obicajno potrebno ekstrahirati biofenole iz
vzorca, Jiménez in sod. (2007) pa so razvili metodo za doloc¢evanje biofenolov s HPLC
brez predhodne ekstrakcije biofenolov iz olja.
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Za doloc¢evanje biofenolov z metodo HPLC se obicajno uporablja kolona s polnilom ODS
(Tsimidou in sod., 2005). V vecini primerov se uporablja gradientna elucija (Tsimidou in
sod., 2005), izokratska pa vse bolj redko (Savournin in sod., 2001). Nacin identifikacije je
odvisen od tega, ali obstaja ustrezna standardna spojina. Ce standardna spojina obstaja,
lahko spojino identificiramo s standardnim dodatkom, s primerjavo retencijskih casov in
primerjavo UV absorpcijskih spektrov spojine iz vzorca s standardno spojino. Bolj
zanesljivo identifikacijo omogoca uporaba HPLC/MS (Roche in sod., 2005; Brenes in sod.,
1999) ali NMR (Brenes in sod., 1999). Elektrokemijska detekcija se uporablja le redko
(Christophoridou in sod., 2005).

Kvantifikacija je tezavna, saj za vse biofenole v oljénem olju ne obstajajo ustrezne
standardne spojine. V tem primeru predpostavimo, da imajo vse eluirane spojine enak
odziv na detektorju, kot standardno spojino pa uporabimo tirosol (Cortesi in sod., 2002). Z
uporabo internega standarda, ki ga dodamo v olje Ze pred zacetkom ekstrakcije, ocenimo
morebitne izgube pri ekstrakciji.

2.2.4.5 Dolocevanje vsebnosti biofenolov in biofenolne sestave olj¢nega olja s plinsko
kromatografijo (GC)

Za dolocevanje vsebnosti biofenolov se plinska kromatografija uporablja le redko, saj je
potrebna predhodna derivatizacija — silanizacija biofenolov. Identifikacijo spojin omogoca
sklopitev GC/MS (Kalogeropoulos in sod., 2007a, 2007b).

2.2.4.6 Druge metode za doloc¢evanje vsebnosti biofenolov v oljénem olju

Prednost kvantitativnega doloGevanja biofenolov z '"H NMR je v tem, da ni potrebna
predhodna priprava vzorca, poleg tega pa lahko soasno dolo¢amo tudi druge parametre,
kot so kislost, ma§¢obne kisline in jodovo $tevilo. DoloGevanje biofenolov z *'P NMR je
nekoliko bolj zamudno, saj je potrebna predhodna derivatizacija vzorca, vendar tudi v tem
primeru lahko soCasno dolo¢amo tudi na primer proste maScobne kisline,
monoacilglicerole, diacilglicerole in proste sterole (Dais in sod., 2007).

Biofenole lahko dolo¢amo tudi s kapilarno elektroforezo (Priego-Capote in sod., 2004).
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2.2.5 Dolocevanje antioksidacijske uc¢inkovitosti

Antioksidanti so molekule, ki bistveno upocasnijo ali preprecijo oksidacijo, kadar so
prisotne v koncentracijah, ki so nizke v primerjavi s substratom oksidacije (del Carlo in
sod., 2004).

Antioksidanti lahko delujejo na tri nacine (Zhou in sod., 2006):
e S prehodnimi kovinami tvorijo kelate in tako zmanjSajo razpolozljivost kovin za
katalizo.
e Preprecujejo nastanek prostih radikalov v sistemu in tako inhibirajo iniciacijo
verizne radikalske oksidacije.
e Reagirajo neposredno s prostimi radikali, jih dusijo in tako koncajo verizne reakcije
oksidacije.

Glede na naravo delovanja preuc¢evanih antioksidantov moramo izbrati ustrezno metodo za
doloCevanje njihove ucinkovitosti. V nadaljevanju se bomo omejili na ugotavljanje
ucinkovitosti za inhibicijo prostih radikalov, saj biofenoli delujejo kot odstranjevalci
prostih radikalov. Kot substrat za delovanje antioksidantov lahko uporabimo razli¢ne
radikale, na primer primer superoksidni anionski radikal O,", hidroksilni radikal HO" in
kationski radikal ABTS™ (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)), najpogosteje pa
se za dolo¢evanje aktivnosti biofenolov uporablja DPPH (Zhou K. in sod., 2006; Briante in
sod., 2003). 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ali a,a-difenil-B-pikrilhidrazil ali DPPH je zaradi
delokalizacije nesparjenega prostega elektrona preko celotne molekule stabilen prosti
radikal, tako da molekula ne dimerizira, kakor bi se zgodilo z ve¢ino prostih radikalov.
Zaradi delokaliziranega elektrona je radikal intenzivno vijoli¢ne barve in ima v etanolu
absorpcijski pas okrog 520 nm. Ko radikalu dodamo spojino, ki je donor vodikovega
atoma, nastane reducirana oblika difenilpikrilhidrazin, ki ni prosti radikal in ni vijoli¢ne
barve, pac pa zaradi pikrilne skupine rahlo rumene barve (Molyneux, 2004).

Med DPPH in donorjem vodika AH potece reakcija (Bondet in sod., 1997):

DPPH" + AH — DPPH-H + A’ (1)
Nastaneta reducirana oblika (DPPH-H) in nov prosti radikal A’, ki je lahko manj reaktiven,
odvisno od strukture molekule, ali pa se lahko dva radikala poveZeta in nastane stabilna

molekula (Valavanidis in sod., 2004).

Reakcija antioksidanta z DPPH je simulacija reakcij, ki potekajo pri oksidaciji (npr.
avtooksidaciji lipidov ali drugih nenasic¢enih spojin) (Molyneux, 2004).
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2.2.5.1 Razli¢ni nacini podajanja antioksidacijske u¢inkovitosti

Metodo z DPPH je uvedel Blois leta 1958 in o njej porocal v reviji Nature (Molyneux,
2004). Brand-Williams in sod. (1995) so wvpeljali pojem ‘efficient concentration'
(u¢inkovita koncetracija, ECsg ali ICsg). To je koncentracija substrata, ki zmanjSa zacetno
koli¢ino DPPH za 50 %. Analogen nacin izrazanja rezultatov je Iso — koli¢ina originalnega
vzorca olja v miligramih, ki zmanjSa zacetno koncentracijo DPPH za 50 % (Lavelli in
Bondesan, 2005). Pomanjkljivost pojmov ECsg in I5 je v tem, da sta ECsg in I5p tem nizja,
¢im bolj uéinkovit je antioksidant. Ta pomanjkljivost je Se posebno moteca, kadar rezultate
predstavljamo graficno (Molyneux, 2004).

Zato nekateri avtorji rezultate podajajo kot 'antiradical power value' (protiradikalska moc,
ARP), ki je definirana kot 1/ECsy (Rotondi in sodelavci, 2004; Brand-Williams in sod.,
1995). Antioksidacijsko aktivnost lahko izrazimo tudi kot delez DPPH, ki ga antioksidant
razgradi (Miliauskas in sod., 2004; Pérez-Bonilla in sod. 2006). Izracunamo ga po enacbi:

% inhibicije = [(Ap - Aa) / Ag] x 100 )

kjer je:  Ag... absorpcija slepega preskusa v ¢asu ni¢
Aa... absorpcija testne raztopine po 15 minutah

Briante in sod. (2003) pa so rezultate doloCevanja antioksidacijske ucinkovitosti s
kationskim radikalom DMPD™ izrazili kot antioksidacijsko u¢inkovitost (‘antioxidant
efficiency') AE:
AE(%) =[1-(Aao—Ag) ] x 100 ..(3)
kjer je: AE(%)... antioksidacijska u¢inkovitost
Apo ...... absorbanca, izmerjena 15 minut po dodatku antioksidanta

Ag e absorbanca neinhibiranega radikala

Koncentracijo antioksidanta, ki razbarva polovico radikala (AEs), so izracunali po enacbi

1/ AE(%) =a+ Sao1 X 1/m ..(4)
kjerje: a......... presecis¢e premice 1/AE (%) v odvisnosti od 1/m antioksidanta
Saor ... naklon iste premice

m masa antioksidanta (pg)



20
Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

Dolo¢ili so tudi 'radical scavenging activity' (aktivnost za odstranjevanje radikalov, ECs)
kot razmerje med AEs, in zacetno koncentracijo radikala ter 'inverse antiradical power'
(inverzno protiradikalsko jakost, AP;), ki so jo definirali kot Syor. Tako ECsy kot APy sta

.....

Aktivnost antioksidanta lahko izrazimo tudi s primerjavo z antioksidacijsko u¢inkovitostjo
troloksa, vodotopnega analoga vitamina E. 'Trolox equivalent antioxidant capacity'
(TEAC) je definiran kot koncentracija troloksa (mmol/L), ki ima enako antioksidacijsko
ucinkovitost kot raztopina proucevanega antioksidanta s koncentracijo 1,0 mmol/L
(Pellegrini in sod., 2001). 'Trolox equivalent' (ekvivalent troloksa, TE) je definiran
podobno, in sicer kot razmerje med Isy troloksa (umol) in Isy vzorca (kg) (Lavelli in sod.
2006).

2.2.5.2 Izvedba eksperimenta z DPPH

V skladu z normalno prakso v spektrofotometriji naj bi bila zacetna koncentracija DPPH
izbrana tako, da je absorbanca manjSa od 1,0. To pomeni, da mora biti zacetna
koncentracija. DPPH med 5x10” in 1x10* M (Molyneux, 2004). Za doloGevanje
antioksidacijske ucinkovitosti ekstraktov olj¢nega olja ali posameznih antioksidantov iz
oljénega olja se pogosto uporablja raztopino DPPH s koncentracijo priblizno 6x10° M
(Lavelli in Bondesan, 2005; Psomiadou in Tsimidou, 1999; del Carlo in sod., 2004;
Gordon in sod., 2001).

Vecina avtorjev meri absorbanco pri 515 nm, drugi pri 517, 518 ali 520 nm. Absorpcijski
vrh DPPH ni oster in ker absolutna absorbanca ni pomembna, je najbolje delati pri tisti
valovni dolzini, pri kateri z uporabljenim inStrumentom dolo¢imo maksimum. Lahko bi
uporabili tudi kolorimeter z ustreznim filtrom (Molyneux, 2004).

Blois je priporocal reakcijski ¢as 30 minut, nekateri avtorji pa manj (celo samo 5 minut).
Ker pa razlicni substrati reagirajo razli¢no hitro, je najbolje slediti reakciji, dokler ne
potece popolnoma in se absorbanca ustali. Hitrost reakcije je lahko eden od parametrov za
oceno ucinkovitosti antioksidanta (Molyneux, 2004). Antioksidacijsko ucinkovitost
olj¢nih antioksidantov vcasih dolocajo na podlagi meritev absorbance, ko le-ta doseze
plato (Boscou in sod., 2006), pogosto pa reakcijski ¢as skrajsajo na 15 minut (Valavanidis
in sod., 2004; Lavelli in Bondesan, 2005; Briante in sod., 2003; Pérez-Bonilla in sod.,
2006).
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Nekatere spojine z DPPH reagirajo zelo hitro in unicijo toliko molekul DPPH, kolikor
hidroksilnih skupin vsebujejo. Vecina spojin pa reagira pocasneje, mehanizmi pa so
kompleksnejsi. Ker nekatere spojine (npr. kumarna kislina in vanilin) nikoli ne unicijo ve¢
kot 75 % DPPH, niti po 7 urah in pri visokih koncentracijah, ne bi bilo smiselno podajati
rezultatov kot ECy (Brand-Williams in sod., 1995).

Murkovié¢-Steinberg in Milardovi¢ (2007) sta za dolo¢evanje antioksidacijske u¢inkovitosti
prav tako uporabila DPPH, ki pa sta ga imobilizirala v PVC filmih.

2.2.6 Dolocevanje oksidacijske stabilnosti olj¢nega olja

Oksidacijska stabilnost olja ali mas€obe je dolocena kot ¢as, potreben za dosego kriti¢ne
toCke oksidacije (indukcijski ¢as) (Silva in sod., 2001). Odvisna je od individualnih
znacilnosti olja, kot so vsebnost nenasi¢enih mascobnih kislin, vsebnost naravnih
antioksidantov, sledi kovin in stopnja oksidiranosti. Da bi lahko dolo¢ili stabilnost olja v
krajSem casu, oksidacijo pospeSimo, na primer s poviSanjem temperature in
izpostavljenostjo olja zraku ali kisiku. Obstaja pa nevarnost, da s tem spremenimo potek
oksidacije in da potekajo drugacne reakcije, kot bi potekale pri normalnem poteku
oksidacije. MozZno je torej, da dobljeni rezultati ne ustrezajo povsem dejanski stabilnosti
olja (Gutiérrez Rosales, 1989).

Zelo razsirjena metoda za doloCevanje oksidacijske stabilnosti je metoda aktivnega kisika
(Active Oxygen Method - AOM). Mascobo se prepihuje z zrakom pri temperaturi 100 °C,
stabilnost pa se izrazi v urah, potrebnih za to, da je dosezena vrednost peroksidnega Stevila
100 meq/kg (Léubli in Bruttel, 1986).

Zadnje case je vse bolj razSirjena metoda Rancimat, ki omogoca avtomatizirano
doloCevanje oksidacijske stabilnosti, za doloCitev oksidacijske stabilnosti pa zadosca
manj$a koli¢ina vzorca kot pri metodi AOM (Laubli in Bruttel, 1986). Metoda je
enostavna, zahteva malo dela in minimalni nadzor med dolofevanjem. Vzorec olja
termostatiramo pri visoki temperaturi, najpogosteje pri temperaturi med 100 in 130 °C.
Olje prepihujemo z zrakom, ki ga vodimo v destilirano vodo. Po dolocenem Ccasu
segrevanja zacne v olju kot produkt oksidacije nastajati med drugim tudi mravlji¢na
kislina, ki jo s tokom zraka vodimo v destilirano vodo. Prevodnost vode se poveca, kar
spremljamo s pomocjo vanjo potopljenih elektrod. Indukcijski ¢as definiramo kot cas, v
katerem dolo¢imo prevoj krivulje prevodnosti destilirane vode (Gutiérrez Rosales, 1989;
Salvador in sod., 2001), lahko pa tudi kot Cas, ko prevodnost v destilirani vodi doseze neko
vnaprej izbrano vrednost (Ceballos in sod., 2003; Aparicio in sod., 1999).
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Pogoje dela (temperaturo, pretok zraka, koli¢ino vzorca) lahko izberemo poljubno. Cim
vi§ja je temperatura, tem kraj$i je doloCeni indukcijski ¢as (Anwar in sod., 2003).
Oksidacijska stabilnost olj¢nega olja se najpogosteje doloc¢a pri temperaturi 100 °C in
pretoku zraka 10 L/h, saj je Gutiérrez-Rosales (1989) statisticno ovrednotil metodo, ¢e se
izvaja pri navedenih pogojih.

2.3 OKSIDACIJA MASCOB

Oksidacija masc¢ob poteka po razli¢nih reakcijskih mehanizmih — kot fotooksidacija ali
avtooksidacija. V oksidaciji lahko sodelujeta dve obliki kisika: singletni (‘O,) in tripletni
kisik (CO,) (Choe in Min, 2006). Singletni kisik je 1000 do 1500-krat bolj reaktiven kot
tripletni kisik (Caponio in sod., 2005).

Na oksidacijo olja vplivajo Stevilni faktorji, kot so svetloba, temperatura,
mascobnokislinska sestava, prisotnost kisika in oblika prisotnega kisika ter prisotnost
drugih snovi, kot so kovine, pigmenti, fosfolipidi, proste mascobne kisline, mono- in

diacilgliceroli, oksidirane spojine in antioksidanti (Choe in Min, 2006).

K stabilnosti olj¢nega olja prispevajo predvsem majhna vsebnost nenasi¢enih mascobnih
kislin in antioksidacijska uc¢inkovitost nekaterih neumiljivih snovi (Rotondi in sod., 2004).

2.3.1 Avtooksidacija masc¢ob

Avtooksidacija mascob je verizna radikalska reakcija, ki poteka v treh stopnjah: iniciacija,
propagacija in terminacija. V reakciji sodeluje tripletni kisik (Choe in Min, 2006).

e Zacetek ali iniciacija
Reakcija tripletnega kisika s triacilgliceroli ali mas¢obnimi kislinami je termodinamsko
neugodna, pac pa tripletni kisik zlahka reagira z radikali, ki iz maS¢obnih kislin nastanejo

pod vplivom povisane temperature in/ali svetlobe.

RH - R + H (5)
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Nastanek alkilnih radikalov (R") katalizirajo kovine ali encimi. NajlaZje se odcepi vodikov
atom ob dvojni vezi. Nastali prosti radikal se stabilizira s prenosom dvojne vezi, nastali
produkt pa ima trans- obliko. Pri avtooksidaciji linolne in linolenske kisline nastanejo
samo konjugirani produkti (Choe in Min, 2006).

e Razvoj ali propagacija
Alkilni radikal reagira s tripletnim kisikom, pri ¢emer nastane peroksilni radikal (ROO).
Ker reakcija poteka zelo hitro, je koncentracija alkilnih radikalov precej nizja od
koncentracije peroksilnih radikalov (Choe in Min, 2006).

R* + 0, —» ROO ..(6)

Peroksilni radikal reagira z novo lipidno molekulo in iz nje odcepi vodik. Pri reakciji
nastaneta molekula hidroperoksida (ROOH) in nov alkilni radikal (Choe in Min, 2006).

ROO" + RH — ROOH + R (7

Hidroperoksidi lahko razpadejo na alkoksilne (RO in hidroksilne radikale (OH’)
(Ottaviani in sod., 2001).

ROOH — RO + OH (8)

2ROOH — ROO" + RO’ + H,0 (9

Hitrost nastanka peroksilnih radikalov (ROQO") in hidroperoksidov je odvisna samo od
razpolozljivosti kisika in temperature (Velasco in sod., 2003).

Koli¢ina nastalih hidroperoksidov je lahko merilo za oksidiranost mascobe. Dolo¢amo jo
lahko z jodometri¢no titracijo — peroksidno $tevilo (Zuta in sod., 2007). Primarni produkti
oksidacije - hidroperoksidi so pri sobni temperaturi in v odsotnosti kovin relativno obstojne
spojine. Pri vi§ji temperaturi ali v prisotnosti kovin pa iz njih hitro nastanejo alkoksilni
radikali, ki v nadaljnjih reakcijah tvorijo sekundarne produkte oksidacije: aldehide, ketone,
kisline, estre, alkohole in ogljikovodike s kratkimi verigami (Choe in Min, 2006).

e Konec ali terminacija

Verizna oksidacija se konca z nastankom stabilnih spojin z dimerizacijo prostih radikalov
(Zuta in sod., 2007; Choe in Min, 2006; Kanavouras in sod., 2005).
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ROO" + R° — ROOR ...(10)
R" + R — RR (1)
2RO0O° — neradikalski produkti + O, .(12)

2.3.2 Fotooksidacija mas¢ob

Svetloba pospeSuje oksidacijo maScob, Se posebno v prisotnosti vzpodbujevalcev, kot so
klorofili. Vzpodbujevalci v osnovnem singletnem stanju ('Sen) absorbirajo svetlobo in
preidejo najprej v vzbujeno singletno stanje (‘Sen*), nato pa v vzbujeno tripletno stanje
(*Sen*) (Choe in Min, 2006).

'Sen — 'Sen* — ’Sen* ..(13)
Poznamo dva tipa fotooksidacije: tip I in tip II. Hitrost obeh tipov oksidacije je odvisna od

vrste vzpodbujevalcev in substrata ter od koncentracije kisika in substrata. Fotooksidacija
jedilnih olj poteka po reakcijski poti s singletnim kisikom (Choe in Min, 2006).

2.3.2.1 Fotooksidacija tipa I

Molekule v vzbujenem tripletnem stanju lahko s substrata prejmejo vodikov atom ali
elektron, pri ¢emer nastanejo prosti radikali (Choe in Min, 2006).

Sen* + RH — R° + SenH' ..(14)
ali
Sen* + RH — R + Sen” ..(15)

Nastali intermediat [ reagira s tripletnim kisikom, pri ¢emer nastane molekula
hidroperoksida.
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2.3.2.2 Fotooksidacija tipa II

Vzbujene tripletne molekule vzpodbujevalcev lahko reagirajo s tripletnim kisikom, pri
c¢emer se vzpodbujevalec vrne v osnovno singletno stanje, pa tudi kisik se pretvori v
singletno obliko.

Sen* + 0, — 'Sen + 'O* ..(16)

Singletni kisik prenese energijo na drugo molekulo ali pa reagira s substratom. Pri
fotooksidaciji nastanejo tako konjugirani kot nekonjugirani hidroperoksidi, medtem ko pri
avtooksidaciji nastanejo izkljucno konjugirani hidroperoksidi (Choe in Min, 2006).

2.3.3 Vpliv strukture mascobnih Kislin na hitrost oksidacije mascob

Hitrost oksidacije olja je odvisna od mascobnokislinske sestave. Razmerje relativnih
hitrosti oksidacije triacilglicerolov OOO, OOL, OLL in LLL je 0,7 : 2,2 : 2,3 : 3,0
(Mateos in sod. 2005), iz ¢esar lahko sklepamo, da hitrost oksidacije narasca s Stevilom
dvojnih vezi v molekuli. Hitrost oksidacije je precej odvisna od razmerja med povrsino in
maso olja (Kanavouras in sod., 2005).

2.4  STUDIJE SHRANJEVANJA OLJCNEGA OLJA

Stevilne $tudije spremljajo spremembe v oljénem olju med shranjevanjem, vendar se vse
osredotocajo na shranjevanje pri sobni temperaturi ali pa celo pospesujejo oksidacijo olja z
dvigom temperature na 40 ali 60 °C. Vzorce shranjujejo v razli¢ni embalazi, svetli ali
temni, na svetlobi ali v temi. Vse te Studije simulirajo staranje olja pri pogojih, ki so
obicajni za skladiS¢enje olja pri trgovcih in v gospodinjstvih. Pri pregledu literature smo
naleteli le na en clanek, ki opisuje spremljanje olja med skladiS¢enjem pri nizjih
temperaturah, pri kakr$nih shranjujemo olja v laboratorijih v ¢asu od prejema vzorcev do
opravljanja preskusov. Calligaris in sodelavci (2006) so spremljali primarne in sekundarne
produkte okisidacije v oljih, skladis¢enih pri temperaturah od 3 do 60 °C z namenom
ugotoviti vpliv fizikalnih lastnosti (agregatno stanje in viskoznost) na kinetiko oksidacije.

vve

Caponio in sod., 2005; Kanavouras in sod., 2004; Coutelieris in Kanavouras, 2006) ali vec.
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2.5 STUDIJE SEGREVANJA OLJCNEGA OLJA

Obstaja precej objav o Studijah, v katerih so ugotavljali, kaj se dogaja z oljem med
segrevanjem pri temperaturi okrog 180 °C — to je temperatura, pri kateri obicajno poteka
cvrenje. Izvedbe eksperimentov so zasnovane zelo raznoliko. Eden od bolj pogostih
nacinov je spremljanje izbranih parametrov v olju, v katerem so cvrli doloCena zivila,
obicajno krompir (Romero in sod., 1999; Andrikopoulus in sod., 2002), lahko pa so olju
dodali tudi antioksidante (Naz in sod., 2004). Objavljenih je nekaj Studij, v katerih so v
fritezi segrevali olje brez zivila (Hrncirk in Fritsche, 2005; Danowska-Oziewicz in
Karpinska-Tymoszczyk, 2005). Albi in sod. (1997) so olje segrevali v mikrovalovni pecici,
Caponio in sod. (2002) pa so olje zmesali s kvarénim peskom in tako simulirali pripravo
testa za pico.

Manj je objav o tem, kaj se dogaja v olju pri temperaturi kuhanja (100 °C). Nisiotis in
Tasioula-Margari (2002) sta ugotavljala spremembe v vsebnosti antioksidantov med
termi¢no oksidacijo olja pri 60 °C in 100 °C. Olje sta segrevala v steklenih ¢asah v peci.
Ceballos in sod. (2003) so spremljali le spremembe barve in oksidacijsko stabilnost med
segrevanjem olja na 100 °C.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZASNOVA RAZISKAVE

Doktorsko delo obsega dva sklopa raziskav. Prvi sklop je ugotavljanje sprememb v
olj¢nem olju med skladis¢enjem, drugi sklop pa ugotavljanje sprememb med segrevanjem
olja.

3.1.1 Vzorcenje

V raziskavo smo vkljucili vzorce ekstra deviskega oljénega olja Slovenske Istre letnikov
2003, 2004in 2005. Sedemnajst vzorcev je bilo sortnih, pridobljenih iz oljk dveh v
Slovenski Istri najbolj zastopanih sort, 'Istrska belica' in 'Leccino'. En vzorec je bil
mesanica olj, pridobljen iz oljk razlicnih sort in ve¢ pridelovalcev. Vzorci so bili
pridobljeni z dvema tehnologijama: s klasi¢no predelavo s stiskanjem in v kontinuirnem
dvoinpol-faznem sistemu. Vzorce smo dobili neposredno po stiskanju od izbranih
pridelovalcev, s katerimi ze ve¢ let uspesno sodelujemo, s ¢imer smo zagotovili pristnost
oljcnega olja tako glede geografskega izvora kot glede sorte. Podatki o vzorcih so zbrani v
preglednici 2.

Vsa v raziskavo vkljucena olja so bila ekstra deviska olj¢na olja, kar pomeni, da so glede
parametrov kakovosti ustrezala zahtevam Uredbe Komisije... (1991), ki so podane v
preglednici 3. Z vzorcenjem le ekstra deviSkih olj¢nih olj smo zagotovili relevantno
primerjavo s podatki v literaturi. Poleg tega je bil eden od ciljev raziskave ugotoviti
primerne pogoje za skladiScenje referencnega vzorca; kot referencni vzorec pa se vedno
uporabi ¢im bolj kakovostno olje, da se zagotovi stabilnost vzorca v daljSem ¢asovnem
obdobju. Za ugotavljanje primernih pogojev skladiScenja torej moramo uporabiti vzorce,
katerih kakovost je primerljiva s kakovostjo referencnih vorcev. Poleg tega je primerjava
vzorev dveh sort smiselna le, ¢e so bili vsi vzorci v zaCetku poskusa svezi, pridobljeni iz
kakovostnih oljk in z ustreznimi tehnoloSkimi postopki.
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Preglednica 2: Podatki o vzorcih (letnik, pridelovalec, tehnologija pridelave in vrsta olja), vkljucenih v
posamene eksperimente.

Table 2: Samples data. (crop year, producer, technology and type of oil) included in individual
experiment.
Poskus Oznaka
Letnik Pridelovalec Tehnologija Olje
sk SR S8 S100 vzorca

IB1 2003 Hlaj k IB

1B2 2003 Jevnikar k IB

IB3 2003 Lisjak k 1B

1B4 2003 Secerov s 1B

L1 2003 Jevnikar k L

L2 2003 Bosnjak k L

L3 2003 Dujc k L

Mv 2003 Oleum nostrum k Mv

IB5 2004 Hlaj k 1B

IB6 2004 Jevnikar k 1B

IB7 2004 Lisjak k IB

IB8 2004 Secerov s IB

L4 2004 Jevnikar k L

L5 2004 Dujc k L

1B9 2005 vec pridelovalcev k, s 1B

L6 2005 vec pridelovalcev k, s L

S1 / / / S

IB10 2005 vec pridelovalcev k,s 1B

L7 2005 vec pridelovalcev k,s L

S2 / / / S

Sivo polje v stolpcih 'Poskus' oznacuje, v kateri poskus so bili vkljuceni posamezni vzorci.

Poskus: sk: skladiscenje pri temperaturi -20 °C in pri 8 °C; SR: segrevanje v Rancimatu; S8: osemurno
segrevanje pri temperaturi 100 °C in pri 180 °C; S100: stourno segrevanje pri temperaturi 180 °C.
Tehnologija: k: kontinuirna; s: stiskanje.

Olje: IB: EDOO sorte 'Istrska belica'; L: EDOO sorte 'Leccino’; Mv: EDOO mesanih sort; S: son¢ni¢no olje.

The grey field in the 'Poskus’ column shows the experiment in which each sample was included.

Experiment: sk: storing at temperature -20 °C and at 8 °C; SR: heating in Rancimat; S8: hetaing for 8 hours
at 100 °C and at 180 °C; S100: heating for 100 hours at 180 °C.

Technology: K: continuous; S: pressing.

Oil: IB: EVOO from cv. Istrska belica; L: EVOO from cv. Leccino; Mv: EVOO from several mixed
cultivars, S: sunflower oil.




29
Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

Preglednica 3: Mejne vrednosti parametrov kakovosti za EDOO (Uredba Komisije..., 1991)

Table 3: Limit values of quality parameters for EVOO (Uredba Komisije..., 1991)
Parameter Mejna vrednost
kislost <0,8 ut. %
peroksidno Stevilo <10 mmol Oy/kg
Koz <22
Ko7 <0,25
AK <0,01

V sklop skladis¢enja smo vkljucili 14 vzorcev EDOO: 8 vzorcev sorte 'Istrska belica'
(oznake vzorcev IB1 do IB8), pet vzorcev sorte 'Leccino' (oznake vzorcev L1 do L5 ) in en
vzorec meSanega olja (oznaka vzorca Mv). SveZze vzorce smo od pridelovalcev dobili v
polnih plastenkah in jih takoj pretocili v temne steklenice (200 mL), ki smo jih napolnili
skoraj do roba. Vrat steklenic smo prepihali z duSikom in jih takoj zaprli s plastiénim
zamaskom.

V sklop segrevanja v Rancimatu smo vkljucili osem vzorcev EDOOQO Stiri vzorce Istrske
belice (z oznakami IB1 do IB4), tri vzorce Leccina (z oznakami L1 do L3) in en vzorec
mesSanega olja (z oznako Mv). S svezimi vzorci smo napolnili centrifugirke (50 mL),
prepihali vrh centrifugirk z duSikom, jih zaprli in do izvedbe poskusa hranili v
zmrzovalniku pri temperaturi —20 °C.

V poskus osemurnega segrevanja pri 100 °C in 180 °C smo vkljucili dva vzorca EDOO
Slovenske Istre (vzorec IB9 sorte 'Istrska belica' in vzorec L6 sorte 'Leccino'), za
primerjavo pa tudi sonc¢ni¢no olje (S1), kupljeno v trgovini. Za son¢ni¢no olje smo se
odlocili, ker je to eno izmed najpogosteje uporabljanih olj v slovenskih gospodinjstvih.
Oba vzorca EDOO smo pripravili z meSanjem enakih koli¢in sortnih olj¢nih olj razli¢nih
pridelovalcev iz Slovenske Istre. Z meSanjem olj razli¢nih pridelovalcev smo pripravili
reprezentativen povprecen vzorec in tako zagotovili, da je na rezultate vplivala le sorta, ne
pa tudi razlicni pedoklimatski pogoji, razlicni agronomski ukrepi posameznih
pridelovalcev in razli¢ni pogoji med pridelavo olja iz oljk.

Tudi v poskus stournega segrevanja pri 180 °C smo vkljucili dva vzorca ekstra deviskega
olj¢nega olja Slovenske Istre (vzorec IB10 sorte 'Istrska belica' in vzorec L7 sorte
'Leccino') ter v trgovini kupljeno son¢ni¢no olje (S2) za primerjavo. Vzorca EDOO smo
pripravili na enak nacin kot v poskusu osemurnega segrevanja.
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3.1.2 SkladiSc¢enje ekstrea deviskega olj¢nega olja eno leto pri-20 °C in 8 °C

Vsak vzorec smo analizirali trikrat: svezega, po enem letu skladiS¢enja v zmrzovalniku pri
—20 °C in po enem letu skladiS¢enja v hladilniku pri 8 °C. V vzorcih smo opravili
naslednja dolocevanja:

—  kislost,

— peroksidno Stevilo,

— spektrofotometrijsko preiskavo v UV,

— masc¢obnokislinsko sestavo,

— vsebnost tokoferolov,

— biofenolno sestavo,

— vsebnost skupnih biofenolov,

— oksidacijsko stabilnost (samo v vzorcih letnika 2003).

Metode dolo¢evanj so opisane v tocki 3.2.

3.1.3 Segrevanje olja

Raziskovanje vpliva segrevanja oljénega olja na proucevana parametre je potekalo v treh
sklopih.

3.1.3.1 Spremljanje proucevanih parametrov v EDOO med segrevanjem v Rancimatu

V kiveto smo odtehtali 20 g olja in jo vstavili v Rancimat 679 (Metrohm, Herisau, Svica).
Pred segrevanjem smo olju odstranili vodo z brezvodnim natrijevim sulfatom. Olje smo
segrevali pri temperaturi 100 °C in pretoku zraka 10 L/h. Segrevanje je potekalo 142 ur,
dokler ni zacela krivulja prevodnosti najbolj stabilnega vzorca hitro narascati. Po
segrevanju smo vzorce takoj prenesli v steklene fiole (15 mL), jih prepihali z duSikom, jih
zaprli ter jih do analiz hranili pri —20 °C.

Pred segrevanjem in po njem smo opravili analize, ki so naStete v v tocki 3.1.2.
Indukcijskega ¢asa v vzorcih po segrevanju nismo dolocali, saj so vzorci med segrevanjem
ze dosegli in celo presegli tocko prevoja krivulje prevodnosti.
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3.1.3.2 Spremljanje proucevanih parametrov v ekstra deviskem olj¢énem olju in
son¢ni¢nem olju med osemurnim segrevanjem pri 100 °C in 180 °C

S fizikalno-kemijskimi analizami smo spremljali spremembe proucevanih parametrov, do
katerih pride v olju v osmih urah segrevanja pri 100 °C in pri 180 °C. V poskus smo
vkljucili dva vzorca EDOO sorte 'Istrska belica' in 'Leccino' ter son¢ni¢no olje za
primerjavo. Vzorci so opisani v poglavju 3.1.1.

V stekleno ¢aso s premerom 105 mm smo natoéili 8 dL olja. Caso smo postavili v kopel s
silikonskim oljem, ki je bila predhodno segreta na delovno temperaturo (100 °C oziroma
180 °C). Nivo kopeli je segal priblizno 1 cm nad nivo vzorca v ¢asi. Kopel je zagotavljala
enakomerno temperaturo tako na dnu kot na vrhu caSe. Temperaturo smo merili na
polovic¢ni globini olja v osi posode, torej to¢no na sredini vzorca. Razlike v temperaturi na
dnu in na vrhu posode oziroma na sredini in ob obodu posode niso presegale 1 °C. Olje
smo segrevali na 100 + 2 °C oziroma 180 + 2 °C.

Vsaki dve uri smo s stekleno pipeto odvzeli 100 mL vzorca in ga prenesli v dve temni
50 mL-steklenicki. Vrat steklenick smo prepihali z dusikom, jih zaprli in takoj zamrznili.
Vzorce smo do opravljenih analiz hranili pri —20 °C. Pod enakimi pogoji smo shranili tudi
vzorce olja pred segrevanjem. Analize smo opravili v roku 1 meseca po segrevanju.

Segrevanje vzorcev olja smo opravili v dveh paralelkah, fizikalno-kemijske analize pa v
treh paralelkah.

V vzorcih smo opravili naslednja dolo¢evanja:
— kislost,

— peroksidno Stevilo,

— p-anisidinsko Stevilo,

— totoks Stevilo,

— UV spektrofotometrijo,

— masc¢obnokislinsko sestavo,

— vsebnost tokoferolov,

— vsebnost pigmentov (karotenoidov in klorofilnih pigmentov),
— biofenolno sestavo,

— vsebnost skupnih biofenolov in

— antioksidacijsko u¢inkovitost.

Dolocevanje vsebnosti skupnih biofenolov v son¢ni¢nem olju pred segrevanjem je dalo
izredno nizke rezultate, poleg tega tudi v HPLC-kromatogramih sonc¢ni¢nega olja pred
segrevanjem nismo detektirali biofenolov, zato v son¢ni¢nem olju po segrevanju nismo
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dolocevali biofenolne sestave. Prav tako v metanolnem ekstraktu son¢ni¢nga olja nismo
dolocevali antioksidacijske u¢inkovitosti. Tudi pigmente smo doloc¢evali le v obeh vzorcih
olj¢nega olja.

3.1.3.3 Spremljanje proucevanih parametrov v ekstra deviskem olj¢nem olju in
son¢ni¢nem olju med stournim segrevanjem pri 180 °C

S fizikalno-kemijskimi analizami smo spremljali spremembe proucevanih parametrov, do
katerih pride v olju po sto urah segrevanja pri 180 °C. V poskus smo vkljucili dva vzorca
EDOQO sorte 'Istrska belica' in 'Leccino' ter son¢nicno olje za primerjavo. Vzorci so opisani
v poglavju 3.1.1.

Vzorce smo segrevali 100 ur pri 180 °C. Postopek segrevanja je bil enak, kot je opisan v
poglavju 3.1.3.2. Za analize smo vzor¢ili dvakrat, in sicer pred zacetkom segrevanja in po
koncanem segrevanju. V vzorcih smo opravili iste analize kot pri osemurnem segrevanju,
nastete so v poglavju 3.1.3.2. Poleg tega smo dolocili tudi oksidacijsko stabilnost olj pred
segrevanjem in po njem.

3.2 ANALIZNI POSTOPKI

Vse eksperimente smo izvedli v Laboratoriju za preskusanje olj¢nega olja v okviru
Znanstveno-raziskovalnega srediS¢a Koper in v sodelovanju s strokovnjaki LABS d.o.o.
Laboratorij je akreditiran za podrocje preskusanja olj¢nega olja. Poleg tega je Mednarodni
svet za oljkarstvo na podlagi uspesnega sodelovanja v medlaboratorijskih primerjalnih
testih Laboratorij za preskuSanje olj¢nega olja uvrstil na seznam laboratorijev, ki so
pooblasceni za analize olj¢nega olja. Pooblastilo najboljsim svetovnim laboratorijem se
obnavlja vsako leto, ¢e so le-ti uspesni v mednarodnem medlaboratorijskem primerjalnem
testu.

Akreditirane metode, ki smo jih izvajali v okviru naSe raziskave, so:

- doloc¢evanje kislosti (SIST EN ISO 660; SIST EN ISO 660/A1),

- dolo¢evanje peroksidnega Stevila (SIST EN ISO 3960),

- spektrofotometrijska preiskava v UV (Uredba Komisije..., 1991; COI, 2001),

- dolocevanje mascobnokislinske sestave (SIST EN ISO 5508; Uredba Komisije...,
1991) in

- dolo¢evanje vsebnosti tokoferolov (OSIST prEN ISO 9936).



33
Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

Akreditiran laboratorij zagotavlja kakovost rezultatov akreditiranih metod na razli¢ne
nacine, med drugim z uporabo ustreznih standardnih spojin, referen¢nih vzorcev in z
rednim sodelovanjem v mednarodnih medlaboratorijskih primerjavah. Poleg tega so za
vsako metodo ocenjene merilne negotovosti, ki upoStevajo prispevke ponovljivosti,
obnovljivosti in biasa (odmika od prave vrednosti).

3.2.1 Dolocevanje Kislosti

Kislost smo dolocali po akreditirani metodi za doloCevanje kislosti (SIST EN ISO 660;
SIST EN ISO 660/A1).

3.2.2 Dolocevanje peroksidnega Stevila

Peroksidno Stevilo smo dolocali po akreditirani metodi SIST EN ISO 3960.

3.2.3 Dolocevanje p-anisidinskega Stevila

p-anisidinsko Stevilo smo dolocali po metodi IUPAC 2.504 (1987).

3.2.4 Dolocevanje totoks Stevila

Totoks stevilo je definirano kot vsota p-anisidinskega Stevila in dvakratnika peroksidnega
Stevila. Pri raCunanju totoks Stevla moramo biti pozorni na enote, saj imamo peroksidno
Stevilo izrazeno v enotah mmol O,/kg, p-anisidinsko Stevilo pa v enotah meq/kg. Totoks
Stevilo izraCunamo po enacbi

TS = 4xPS + AS (17)
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kjerje:  TS... totoks Stevilo (meq/kg)
PS... peroksidno stevilo (mmol O,/kg)
AS... p-anisidinsko $tevilo (meq/kg)

3.2.5 Spektrofotometrijska preiskava v UV

Spektrofotometrijsko preiskavo v UV-obmoc¢ju smo opravili po akreditirani metodi,
opisani v Prilogi IX Uredbe Komisije (EGS) §t. 2568/91 (Uredba Komisije...,1991). V
bucko (10 mL) smo odtehtali 100 mg vzorca in razred¢ili z izooktanom do oznake. S
spektrofotometrom Milton Roy Spectronic Genesys 5 smo izmerili absorbance pri 232,
266, 270 in 274 nm. Ce izmerjena absorbanca ni bila v obmo¢ju 0,1-0,8, smo pripravili
raztopino s tako koncentracijo, da je bila meritev v navedenem obmocju.

Specifi¢no absorbanco smo izracunali po enacbi:

E
K, =—2
i .(18)

kjer je:  K,... specifi¢na absorbanca pri valovni dolzini
E,... izmerjena absorbanca pri valovni dolZini
Cu..e koncentracija raztopine (g/100 mL)
Seeee. debelina kivete (cm)

Izracun AK:

_ Km—4 +Km+4

AK =K,
2

.(19)

kjerje: K... maksimalna specificna absorbanca pri valovni dolzini okoli 270 nm
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3.2.6 Dolocevanje masc¢obnokislinske sestave

Mascobnokislinsko sestavo smo dolocali po akreditirani metodi, opisani Prilogah XA in
AB Uredbe Komisije (EGS) §t. 2568/91 (Uredba Komisije...,1991).

Najprej smo izvedli transesterifikacijo. V fiolo smo dali 100 puL vzorca, dodali 2 mL
heptana in pretresli. Dodali smo 200 pL raztopine KOH v metanolu (2 M), zaprli fiolo in jo
30 sekund mocno stresali, nato pa pustili, da sta se plasti lo¢ili in se je zgornja plast
(raztopina metilnih estrov maScobnih kislin v heptanu) zbistrila. Zgornjo plast smo prenesli
v fiolo (2 mL) za avtomatski vzorcevalnik in jo uporabili za dolocitev sestave s pomocjo
plinskega kromatografa.

Mascobnokislinsko sestavo smo dolo€ili s pomocjo plinskega kromatografa HP 6890 s
plamenskim ionizacijskim detektorjem. Uporabili smo kapilarno kolono INNOWax
(dolzina 60 m; notranji premer 0,25 m; debelina filma 0,25 pm). Kot nosilni plin smo
uporabili duSik. Zacetni pritisk na koloni je bil 307 kPa, delilno razmerje 100:1,
temperaturni program: 210 °C, 50 min, 15 °C/min, 240 °C, 5 min. Utezni odstotni delez
posameznih mascobnih kislin (ut. %) smo izracunali na osnovi povrSin posameznih
metilnih estrov mascobnih kislin glede na vsoto povrSin vseh metilnih estrov mascobnih
kislin. Primer kromatograma je prikazan na sliki 6.
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Slika 6: Kromatogam za dolo¢evanje mascobnokislinske sestave v EDOO

Figure 6: Chromatogram for determination of fatty acid composition in EVOO
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3.2.7 Dolocevanje vsebnosti tokoferolov

Vsebnost tokoferolov smo dolocali s tekocinsko kromatografijo po akreditirani metodi
OSIST prEN ISO 9936. Uporabili smo tekoc¢inski kromatograf Agilent 1100, opremljen z
binarno ¢rpalko BinPump G1312A, termostatiranim avtomatskim vzorcevalnikom ALS
G1329A, termostatom za avtomatski vzorCevalnik ALSTherm G1330B, termostatiranim
predelom za kolono COLCOM G1316A in fluorescencnim detektorjem FLD G1321A, ki
je deloval pri valovni dolzini vzbujanja 290 nm in emisijski valovni dolzini 330 nm.
Separacija je potekala na koloni Phenomenex Luna (250x4,60 mm), polnjeni s silikagelom
z velikostjo delcev 5 um. Kot mobilno fazo smo uporabili heksan/izopropanol (99,3:0,7,
v/v) s pretokom 1,0 mL/min. Izomeri so eluirali v naslednjem zaporedju: a-tokoferol, -
tokoferol, y-tokoferol, d-tokoferol. Izdelali smo kalibracijsko krivuljo za obmocje 30 —
1070 mg/kg. Koeficient linearnosti r je znaSal 0,99996. Standardizacijo raztopin za
pripravo kalibracijske krivulje smo izvedli z merjenjem absorbance metanolnih raztopin
posmaznega izomera.

3.2.8 Dolocevanje vsebnosti skupnih karotenoidov

Karotenoide smo dolocevali po metodi, ki so jo opisali Minguez-Mosquera in sod. (1991).
Pripravili smo 10 mL raztopine olja v heksanu (0,3 g/mL) in izmerili absorbanco pri 472
nm proti heksanu. Rezultat smo izracunali s podanim ekstinkcijskim koeficientom
(Eo=613).

3.2.9 Dolocevanje vsebnosti skupnih klorofilnih pigmentov

Klorofilne pigmente smo dolocevali z dvema spektrofotometrijskima metodama.

3.2.9.1 Metoda po Minguez-Mosqueri

Vsebnost skupnih klorofilnih pigmentov smo dolocali po metodi, ki so jo opisali Minguez-
Mosquera in sod. (1991). Pripravili smo 10 mL raztopine olja v heksanu (0,3 g/mL) in
izmerili absorbanco pri 670 nm proti heksanu. Rezultat smo izracunali s podanim
ekstinkcijskim koeficientom (Eo = 2000).
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3.2.9.2 Metoda po Pokornyju

Pokorny in sod. (1995) so opisali metodo za dolo€evanje klorofilnih pigmentov, izraZzenih
kot feofitin @, v surovih rastlinskih oljih. Spodnja meja dolo¢evanja klorofilnih pigmentov
po tej metodi je 1 mg/kg.

Izmerili smo absorbance vzorca pri 630, 670 in 710 nm proti zraku kot referenci. Rezultat,
izrazen v mg feofitina a / kg olja, smo izracunali po enacbi:

3453 % (Agy —0,5x Ay —0,5x A, ,)

C ..(20
- (20)
kjerje: C... vsebnost klorofilnih pigmentov (mg feofitina a/ kg olja)
A... absorbanca pri ozn¢eni valovni dolzini
L... debelina merilne kivete (mm)
3.2.10 Izracun konstante hitrosti za razgradnjo pigmentov
Enacba za reakcijo prvega reda ima obliko
In (P)=-k x t+In (Py) ..(21)
kjerje: P ... vsebnost pigmenta v vzorcu v ¢asu t (mg/kg)
Py ... vsebnost pigmenta pred segrevanjem (mg/kg)
k... konstanta hitrosti razgradnje pigmentov
t..... ¢as (h)

3.2.11 Dolocevanje vsebnosti skupnih biofenolov — metoda FC

Skupne biofenole smo dolocevali po metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981). Odtehtali
smo 5 g vzorca in ga s pomoc¢jo 25 mL heksana prenesli v 1ij lo¢nik. Dodali smo 10 mL
meSanice metanola in vode (6:4 m/m) in stresali 2 minuti. Po locitvi plasti smo iz lija
lo¢nika odtocili polarno fazo in ekstrakcijo ponovili Se dvakrat. Zdruzene polarne faze smo
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posusili s pomocjo rotavaporja pri 40 °C. Suhemu preostanku smo takoj dodali 1 mL
metanola in ga do spektrofotometrijske dolocitve shranili v hladilniku.

V 10 mL-merilno bucko smo dali 5 mL vode in dodali 100 pL metanolnega ekstrakta.
Dodali smo 0,5 mL regenta Folin-Ciocalteu. Tocno po treh minutah smo dodali 1 mL
nasicene raztopine natrijevega karbonata in dopolnili z destilirano vodo do oznake. Merili
smo pri 725 nm to¢no po eni uri. Kot referencno raztopino smo uporabili raztopino, ki smo
jo pripravili po enakem postopku brez dodatka ekstrakta.

Umeritveno krivuljo smo pripravili z raztopino kavne kisline, zato je rezultat izrazen v
mg kavne kisline / kg olja.

3.2.12 Dolocevanje biofenolne sestave s HPLC

Za dolocevanje biofenolne sestave smo uporabili iste ekstrakte kot za dolocevanje skupnih
biofenolov z metodo FC. Uporabili smo tekocCinski kromatograf Agilent 1100, opremljen z
binarno ¢rpalko BinPump G1312A, termostatiranim avtomatskim vzorcevalnikom ALS
G1329A, termostatom za avtomatski vzoréevalnik ALSTherm G1330B, termostatiranim
predelom za kolono COLCOM G1316A in UV detektor, ki omogoca socasno detekcijo pri
razliénih valovnih dolzinah. Separacija je potekala na koloni Phenomenex LUNA ODS2
(5 pum i.d., 250x4,6 mm). Biofenole smo dolocevali po modificirani metodi Cortesi in sod.
(2002). Separacija je potekala z gradientno elucijo pri pretoku mobilne faze 1 mL/min.
Mobilna faza A je bila raztopina fosforne kisline (1000 mL vode in 2 mL 98 % fosforne
kisline), mobilna faza B pa meSanica metanola in acetonitrila (1:1, v/v). Sestava mobilne
faze ob zacetku analize je bila 96 % raztopine A in 4 % raztopine B. DeleZ raztopine A se
je znizal na 50 % po 40 minutah analize, na 40 % po 45 minutah analize in na 0 % po 60
minutah analize. Naslednjih 10 minut je bil deleZ raztopine B 100 %, potem pa se je v 2
minutah znizal nazaj na 4 %. Da bi dosegli boljSo resolucijo, je dolocevanje potekalo pri
15 °C. Flavonoida luteolin in apigenin smo dolocali pri 340 nm, vse ostale biofenole pa pri
280 nm. Primer kromatograma je predstavljen na sliki 7.
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Slika 7: Kromatogam za dolocevanje biofenolov v ekstra deviskem oljénem olju. (a): 280 nm; (b): 340
nm. Identifikacija spojin: (1) hidroksitirosol, (2) tirosol, (3) DMO-Agl-dA, (4) O-Agl-dA, (5)
DML-Agl-dA, (6) lignani, (7) L-Agl-dA, (8) O-Agl, (9) L-Agl, (10) luteolin in (11) apigenin.

Figure 7:  Chromatogram for determination of biophenol composition in extra virgin olive oil. (a): 280
nm; (b): 340 nm. Peaks correspond to (1) hydroxytyrosol, (2) tyrosol, (3) DMO-Agl-dA, (4) O-
Agl-dA, (5) DML-Agl-dA, (6) lignans, (7) L-Agl-dA, (8) O-Agl, (9) L-Agl, (10) luteolin, and
(11) apigenin.

Pripravili smo umeritvene krivulje za hidroksitirosol, tirosol, luteolin in apigenin. Za
spojine, za katere nismo imeli na voljo standardnih spojin, smo predpostavili, da imajo
enak odziv na detektorju kot tirosol.

Hidroksitirosol smo sintetizitali iz 3,4-dihidroksifenilocetne kisline (Baraldi in sod., 1983).
Produkt sinteze ni bil €ist, ampak je vseboval tudi izhodno spojino, kar smo pokazali s
HPLC-kromatogramom: na kromatogramu sta vidna dva vrhova: za hidroksitirosol in za
3,4-dihidroksifenilocetno kislino. Koli¢ino slednje smo dolo¢ili s pomo¢jo umeritvene
krivulje, pripravljene s 3,4-dihidroksifenilocetno kislino. Koli¢ino hidroksitirosola v
produktu sinteze smo izracunali kot razliko med maso celotnega produkta in doloceno
maso 3,4-dihidroksifenilocetne kisline v produktu.
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3.2.13 Dolocevanje antioksidacijske u¢inkovitosti

3.2.13.1 Priprava ekstrakta

Ekstrakte za doloCevanje antioksidacijske aktivnosti smo pripravili na podoben nacin kot
za doloCevanje biofenolov. 10 g olja smo raztopili v 50 mL heksana in ekstrahirali trikrat z
20 mL metanola in vode (6:4 m/m). Ostanke masc¢obe smo iz zdruzenih metanolnih frakcij
odstranili z ekstrahiranjem s 50 mL heksana. Med polarno in nepolarno fazo je nastala
obstojna plast emulzije. Spodnjo bistro polarno fazo smo spustili iz lija lo¢nika v ¢isto
¢aSo, emulzijo pa v 50-mL cenrifugirko. Emulzijo smo centrifugirali 2 minuti s 4000 obrati
na minuto. Spodnjo polarno plast smo prenesli v ¢aso k polarni fazi iz lija lo¢nika. Topilo
smo odparili z rotavaporjem pri 40 °C in suh preostanek raztopili v 2 mL metanola. Do
analize smo ga hranili pri —20 °C.

3.2.13.2 Dolocitev antioksidacijske uc¢inkovitosti

V kiveto (1 cm) smo dali 3 mL raztopine DPPH (10 mol/L) in izmerili absorbanco A pri
515 nm. Dodali smo od 0 do 300 pL metanola (Vy) in (300-Vy,) pL pripravljenega
ekstrakta, ki smo ga po potrebi predhodno razredcili (za faktor redc¢enja F). Kiveto smo
postavili v temo in to¢no 15 minut po dodatku ekstrakta ponovno izmerili absorbanco Ajs.
Za vsak vzorec smo opravili najmanj Stiri meritve z razliénimi volumni dodanega
ekstrakta. Volumne smo izbirali tako, da sta bili najmanj dve meritvi A;s manjsi od Ay/2 in
najmanj dve meritvi A;s vecji od Ay/2.

Antioksidacijsko uc¢inkovitost podajamo kot Iso, ki je po definiciji masa olja, ki razgradi
polovico 1 mL raztopine DPPH. Rezultat smo dobili z grafiénim postopkom. Narisali smo
graf, v katerem smo na absciso nanasali tretjino mase olja, dodanega v kiveto z DPPH, na
ordinato pa delez nerazgrajenega DPPH po 15 minutah. Vrednosti, ki smo jih vnasali v
graf, smo izracunali po enacbah 22 in 23.

_m><VV><F

(22
6000 @2)



41
Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

kjer je:

M  masa olja, dodanega v kiveto (mg)

m  odtehta olja pri pripravi ekstrakta (g)

Vy  volumen (razred¢enega) ekstrakta, ki ga dodamo v kiveto (uL)
F faktor red¢enja ekstrakta

L1x A
% preostalega DPPH = % ..(23)

kjer je:
Ay absorbanca raztopine DPPH
Ajs absorbanca 15 minut po dodatku metanola in ekstrakta

Z grafa smo z linearno interpolacijo dolo¢ili Isy (maso olja, ki bi v 15 minutah razpolovila
absorbanco 1 mL raztopine DPPH). ARP izracunamo kot 1/Is.

3.2.14 Dolocevanje oksidacijske stabilnosti olja

Oksidacijsko stabilnost smo dolo€ili s pomocjo aparata Rancimat (Metrohm 679, Herisau,
Switzerland). Pred analizo smo vzorce v temi na sobni temperaturi prefiltrirali preko
brezvodnega natrijevega sulfata. V celico smo odtehtali 3 g vzorca. Dolocitev
indukcijskega Casa je potekala pri 100 °C in s pretokom zraka 10 L/h. Indukcijski ¢as je bil
dolocen kot cas, v katerem je bil prevoj krivulje prevodnosti destilirane vode.

Pogoji dolocevanja:

- Oksidacijsko stabilnost vzorcev v sklopu ugotavljanja sprememb med skladis¢enjem (ti
vzorci so bili vkljuceni tudi v poskus segrevanja vzorcev v Rancimatu) smo dolocevali
pri pogojih, ki jih je opisal Gutiérrez-Rosales (1989): 100 °C in pretok zraka 10 L/h.

- Oksidacijsko stabilnost vzorcev pred stournim segrevanjem in po njem smo dolo¢evali
z Rancimatom pri 110 °C in pretoku zraka 10 L/h.
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3.2.15 Statisti¢na analiza

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket SAS/STAT (SAS
Software, Version 8.01, 1999). V poskusu zbrane podatke smo pripravili in uredili s
programom EXCEL XP. Osnovne statistiéne parametre smo izracunali s proceduro
MEANS, s proceduro UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve.

Pri obdelavi podatkov s statistiécnim modelom smo uporabili proceduro GLM (General
Linear Model).

V statisticne modele smo vkljucili ve¢ vplivov ter interakcijo teh vplivov. Srednje
vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izraCunane z uporabo Duncanovega testa in
so primerjane pri 5 % tveganju.

Statisti¢éni model za skladiScenje:

yij= u+ Si+ Tj + S*Tj; + ¢ Statisti¢ni model 1

kjer je:

Yii opazovana vrednost

1) povprecna vrednost

Si vpliv sorte: 'Istrska belica', 'Leccino’ in meSane sorte

T; vpliv skladis¢enja: svezi vzorci; vzorci, skladis¢eni v zmrzovalniku pri -20 °C;

vzorci, skladis¢eni v hladilniku pri 8 °C
S*T;; interakcija sorte in skladiS¢enja
€ij ostanek
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Statisti¢éni model za segrevanje v Rancimatu:

yij= 1+ Si + P; + S*Py; + e Statistiéni model 2
kjer je:
yii  opazovana vrednost
1) povprecna vrednost
Si vpliv sorte: 'Istrska belica', "Leccino' in meSane sorte
P; vpliv segrevanja: pred segrevanjem in po njem

S*P;; interakcija sorte in segrevanja
€ij ostanek

Statisti¢ni model za osemurno segrevanje pri 100 °C in 180 °C:

yik=u+O0; + Tj + C + OFT*Cijxc + € Statisti¢ni model 3
kjer je:
Yii opazovana vrednost
7 povpre¢na vrednost
O; vpliv olja: EDOO sorte 'Istrska belica', EDOO sorte 'Leccino', son¢ni¢no olje
T; vpliv temperature segrevanja: 100 °C in 180 °C
Cx vpliv ¢asa segrevanja: 0, 2, 4, 6 in 8 ur

O*T*Cj interakcija olja, temperature in Casa segrevanja
Cijk ostanek

Statisti¢éni model za stourno segrevanje pri 180 °C:
yij=p + O + Py + O*Pjj + ¢ Statisti¢ni model 4

kjer je:

Yii opazovana vrednost

1) povprecna vrednost

O; vpliv olja: EDOO sorte 'Istrska belica', EDOO sorte 'Leccino', son¢ni¢no olje
P; vpliv segrevanja: pred segrevanjem, po segrevanju

O*Pj; interakcija olja in segrevanja

€ij ostanek
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4 REZULTATI

Rezultate eksperimentalnega dela, v katerem smo proucevali oksidacijsko stabilnost
oljcnega olja, smo zbrali v stiri sklope glede na vpliv:
— skladiscenja pri razlicnih pogojih,

segrevanja olja v Rancimatu,

osemurnega segrevanja olja pri 100 °C in 180 °C,

stournega segrevanja olja pri 180 °C.

4.1 REZULTATI ANALIZ EKSTRA DEVISKEGA OLJCNEGA OLJA
SKLADISCENEGA PRI RAZLICNIH POGOJIH

V tem poglavju so podani rezultati analiz Stirinajstih vzorcev ekstra deviskega olj¢nega
olja:

— svezih vzorcev pred skladiscenjem,

— vzorcev po enem letu skladiS¢enja pri —20 °C,

— vzorcev po enem letu skladis¢enja pri 8 °C.

4.1.1 Rezultati analiz parametrov kakovosti v sveZih in v eno leto skladiS¢enih
vzorcih ekstra deviSkega oljénega olja

V skladu z Uredbo Komisije (EGS) st. 2568/91 (Uredba Komisije..., 1991) se kakovost
oljcnega olja ugotavlja na podlagi rezultatov treh fizikalno-kemijskih dolocevanj: kislosti,
peroksidnega Stevila in spektrofotometrijske preiskave v UV. Rezultati teh dolocitev v
svezih vzorcih in v vzorcih, skladis¢enih eno leto pri —20 °C in pri 8 °C, so podani v
Preglednici 4.
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Preglednica 4: Povprecne vrednosti parametrov kakovosti v svezih in v skladis¢enih (eno leto pri —20 °C
in pri 8 °C) vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja

Table 4: Average quality parameters in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of
extra virgin olive oil stored at -20 °C and at 8 °C for one year

Vzorci ekstra deviskega oljcnega olja

Parameter Sorta Sves Po enem letu skladiscenja
vezl pri —20 °C pri 8°C
1B 0,14 0,15 0,16
kislost (ut. %) L 0,07 °® 0,08 "AB 0,09 °A
Mv 0,12 0,13 *B 0,14 *
) , IB 2,4 3,1 6,6
peroksidno $tevilo c B A
(mmol Oy/kg) L 2,0 3,1 6,6
Mv 2378 2,95 3B 3,13 %
1B 1,669 8 1,719 %8 1,849 #
K3, L 1,622 1,692 8 1,890 **
My 1,795 ** 1,782 ** 1,841 **
IB 0,133 0,137 % 0,143 %A
Ka7o L 0,120 ** 0,126 ** 0,132
My 0,143 *® 0,149 8 0,203 *
IB -0,001 B -0,002 8 -0,001 A
AK L 0,001 * -0,002 * -0,001 **
My -0,001 *® -0,001 *® 0,002 **

Sorta: IB: 'Istrska belica; L: '"Leccino'; Mv: meSane sorte.

"¢ Srednje vrednosti posameznega parametra v istem stolpcu, ki v oznaki nimajo enake nobene od &rk, se
statisti¢no znacilno razlikujejo (P < 0,05).

A B C Srednje vrednosti v isti vrstici, ki v oznaki nimajo enake nobene od &rk, se statistino znaéilno
razlikujejo (P <0,05).

Cultivar: IB: Istrska belica; L: Leccino; Mv: mixed cultivars.

ab¢ The average values of individual parameter in the same column, which don't have the same letters, are
signifficantly different (P < 0,05).

A B.C The average values in the same row, which don't have the same letters, are signifficantly different
(P <0,05).

S slike 8 je razvidno, da so svezi vzorci 'Istrske belice' vsebovali ve¢ prostih mas¢obnih
kislin kot vzorci 'Leccina'. V enem letu skladiS¢enja vzorcev pri —20 °C se je kislost
povecala, vendar povecanje ni bilo statisticno znacilno. Nekoliko bolj se je kislost v skladu
s pricakovanji povecala pri skladiS¢enju v hladilniku pri 8 °C, vendar je bila kislost
statisti¢no znacilno vecja od kislosti v svezih vzorcih le v vzorcih 'Leccina'’. Tudi po enem
letu skladiscenja je bila kislost v vseh vzorcih Se dale¢ pod mejo za ekstra devisko olj¢no
olje (0,8 ut. %).
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Slika 8: Kislost v svezih in v skladis¢enih (eno leto pri -20 °C in pri 8 °C) vzorcih ekstra deviskega
olj¢nega olja

Figure 8: Acidity in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of extra virgin olive oil stored
at -20 °C and at 8 °C for one year
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Slika 9: Peroksidno Stevilo v svezih in v skladis¢enih (eno leto pri -20 °C in pri 8 °C) vzorcih ekstra
deviskega olj¢nega olja

Figure 9: Peroxide value in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of extra virgin olive oil
stored at -20 °C and at 8 °C for one year

Med svezimi olji obeh sort ni bilo statisticno znacilnih razlik v peroksidnem Stevilu. Pri
skladis¢enju v zmrzovalniku se je peroksidno Stevilo rahlo povecalo, mocno pa se je
povecalo v vzorcih, skladiS¢enih v hladilniku. Na sliki 9 je razvidno, da se je peroksidno
Stevilo bistveno bolj povecalo v vzorcih 'Istrske belice' letnika 2004 (vzorci IB5 do IBS)
kot v vzorcih 'Istrske belice' letnika 2003 (vzorci IB1 do IB4). Pri vzorcih sorte Leccino
niso opazne tako velike razlike med letnikoma.
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Slika 10:

Figure 10:
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Vrednost Ky;, v svezih in v skladi$¢enih (eno leto pri -20 °C in pri 8 °C) vzorcih ekstra

deviskega oljénega olja

K,3; in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of extra virgin olive oil stored at

-20 °C and at 8 °C for one year

Vrednost Kj3; je bila v obeh sortah EDOO letnika 2003 nekoliko visja kot v vzorcih
letnika 2004. Med skladiS¢enjem v zmrzovalniku se je vrednost statisticno neznacilno
povisala, med skladi§¢enjem v hladilniku pa je bilo zviSanje vrednosti K3, statisti¢no
znacilno. Enako velja za vrednost Ky (slika 11).

Slika 11:

Figure 11:
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deviskega olj¢nega olja

Ky70 in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of extra virgin olive oil stored at -

20 °C and at 8 °C for one year
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4.1.2 Rezultati dolocevanja masScobnokislinske sestave v svezih in v eno leto
skladisc¢enih vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja

Preglednica 5 podaja maS¢obnokislinsko sestavo v svezih in v skladiS¢enih vzorcih.

Preglednica 5: Povprecna mascobnokislinska sestava v svezih in v skladiscenih (eno leto pri -20 °C in pri
8 °C) vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja

Table 5: Average fatty acid composition in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of
EVOO stored at -20 °C and at 8 °C for one year

B o Vzorci ekstra deviskega oljénega olja
Masc(oull:)tniglshna Sorta Svesi Po enem letu skladis¢enja
. VEZ1
pri —20 °C pri 8°C
IB 0,01°* 0,01 0,01
C 14:0 L 0,01 0,02 0,01°*
Mv 0,01 0,01 0,018
IB 11,88 12,13 12,16
C 16:0 L 13,06 13,17 13,25
My 13,16* 12,63 ¢ 12,81 %8
IB 1,07 1,10 1,10
C16:1 L 1,39 1,40 1,41
My 1,314 1,248 1,268
IB 0,06** 0,06 0,06**
C17:0 L 0,05 0,05 0,05
Mv 0,06 0,05 0,06
IB 0,10* 0,10** 0,11
C17:1 L 0,10 0,10* 0,11
My 0,11 0,11 0,11%
IB 3,18%4 3,17* 3,17*
C 18:0 L 220 2,29¢A 2,284
Mv 2,828 2,89 2,85
IB 76,50 ** 76,27 76,26
C18:1 L 74,544 74,47 74,404
Mv 74,4 74,87 74,87
IB 5,56 5,54 5,53
C18:2 L 7,06 7,004 6,994
Mv 6,57 6,55 6,55
IB 0,57 0,56 0,56
C 18:3 L 0,71 0,70 0,704
Mv 0,70** 0,69 0,69 **

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 5: Povprecna masc¢obnokislinska sestava v svezih in v skladis¢enih (eno
leto pri -20 °C in pri 8 °C) vzorcih ekstra deviskega oljénega olja

N o Vzorci ekstra deviskega oljcnega olja
Mascz)lit.li;)l;lslma Sorta Svesi Po enem letu skladiscenja

e pri —20 °C pri 8°C

IB 0,51 0,51 0,50**

C20:0 L 0,36 0,37 0,36
Mv 0,42 0,46 0,46

IB 0,32 0,32 0,31

C20:1 L 0,28 0,28 0,28
Mv 0,29* 0,31* 0,31*

IB 0,16 0,16 0,16

C22:0 L 0,11 0,114 0,11*
Mv 0,12 0,14 0,14

IB 0,07** 0,08 0,07**

C24:0 L 0,048 0,05 B 0,05
Mv 0,04 0,06 0,06 **

Sorta: IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino'; Mv: meSane sorte.

& ¢ grednje vrednosti posameznega parametra v istem stolpcu, ki v oznaki nimajo enake nobene od &rk, se
statisti¢no znacilno razlikujejo (P < 0,05)

A B C grednje vrednosti v isti vrstici, ki v oznaki nimajo enake nobene od &rk, se statistiéno znadilno
razlikujejo (P <0,05).

Cultivar: IB: Istrska belica; L: Leccino; Mv: mixed cultivars.

&b ¢ The average values of individual parameter in the same column, which don't have the same letters, are
signifficantly different (P < 0,05).

A B.C The average values in the same row, which don't have the same letters, are signifficantly different
(P <0,05).

Na sliki 12 je podana primerjava med povpreéno mascobnokislinsko sestavo v svezih
EDOO sorte 'Istrska belica' in 'Leccino'. Olja sorte 'Leccino' vsebujejo v primerjavi z olji
sorte 'Istrska belica' vec tistih kislin, ki se na grafu nahajajo nad ¢rtkano ¢rto, in manj tistih
kislin, ki se na grafu nahajajo pod ¢rtkano ¢rto. Z grafa je torej razvidno, da olja sorte
'Istrska belica' vsebujejo ve¢ nasicenih in enkrat nenasic¢enih mascobnih kislin kot olja
sorte 'Leccino' (z izjemo palmitinske in palmitoleinske kisline, ki ju je ve¢ v oljih sorte
'Leccino'). Vsebnost veckrat nenasi¢enih kislin pa je vecja v oljih sorte 'Leccino’.
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Slika 12:  Primerjava povprecnih delezev posameznih mascobnih kislin v vzorcih ekstra deviskega
olj¢nega olja sorte 'Tstrska belica' in 'Leccino’ (MKz: % mascobne kisline v EDOO sorte 'Istrska
belica'; MKL: % mascobne kisline v ekstra deviskem oljénem olju sorte "Leccino’)

Figure 12: Comparison of average contents of individual fatty acids in extra virgin olive oil samples of
Istrska belica and Leccino (MKig: % of fatty acid in extra virgin olive oil cv. Istrska belica;
MK : % of fatty acid after in extra virgin olive oil cv. Leccino).
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Slika 13:  Primerjava povprecnih delezev posameznih mascobnih kislin v svezih in v skladi$¢enih (eno
leto pri —20 °C) vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja (MKz: % maScobne kisline v vzorcih
ekstra deviskega oljcnega olja, skladiscenih eno leto v zmrzovalniku pri —20 °C; MKgy: %
mascobne kisline v svezih vzorcih ekstra deviskega oljénega olja)

Figure 13: Comparison of average contents of individual fatty acids in fresh samples of extra virgin olive
oil and in samples of extra virgin olive oil stored at —20 °C for one year (MKgy: % of fatty acid
in fresh samples of extra virgin olive oil; MKy: % of fatty acid in samples of extra virgin olive
oil stored at —20 °C for one year)

Slika 13 prikazuje primerjavo med povprecno mas€obnokislinsko sestavo v svezih vzorcih
miristinske kisline (C 14:0) lezijo na Ccrtkani Crti, torej je sestava ostala skoraj
nespremenjena. Na sliki 14, ki prikazuje primerjavo med mascobnokislinsko sestavo v
svezih vzorcih in v vzorcih skladis¢enih pri 8 °C, vidimo, da tudi pri skladis¢enju v
hladilniku ni prislo do spremembe mascobnokislinske sestave.
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Slika 14:  Primerjava povprecnih deleZzev posameznih mascobnih kislin v svezih in v skladi§¢enih (eno
leto pri 8 °C) wvzorcih ekstra deviskega oljcnega olja (MKy: % mascobne kisline v vzorcih
ekstra deviskega oljénega olja, skladis¢enih eno leto v hladilnihu pri 8 °C; MKgy: % mas¢obne
kisline v svezih vzorcih ekstra deviskega oljénega olja)

Figure 14: Comparison of average contents of individual fatty acids in fresh samples of extra virgin olive
oil and in samples of extra virgin olive oil stored at 8 °C for one year (MKsy: % of fatty acid in
fresh samples of xtra virgin olive oil; MKy: % of fatty acid in samples of extra virgin olive oil
stored at 8 °C for one year)

4.1.3 Rezultati dolocevanja vsebnosti antioksidantov v sveZih in v eno leto
skladiS¢enih vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja

Preglednica 6 podaja vsebnost antioksidantov (a-tokoferola in biofenolov) v svezih vzorcih
EDOO in v oljih, skladis¢enih pri —20 °C oziroma 8§ °C.
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Preglednica 6: Povprecna vsebnost a-tokoferola in biofenolov v svezih in v skladisCenih (eno leto pri
-20 °C in pri 8 °C) vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja

Table 6: Average o-tocopherol and biophenols contents in fresh samples of extra virgin olive oil,
and in samples of extra virgin olive oil stored at -20 °C and at 8 °C for one year

Vzorci ekstra deviskega oljcnega olja
Parar;lke ter Sorta .. Po enem letu skladiscenja
(mg/kg) Svezi
pri —20 °C pri 8°C
IB 117 A 112A 104 A
a-tokoferol L 335 2A 317 A 304 A
Mv 200 %A 196 *8 174 ¢
o IB 467 A 419 @AB 362 B
vsebnost skupnih biofenolov A bB bB
po metodi FC L 365 299 271
Mv 534 24 522 % 471 %8
1B 0,2 0,3 % 0,2
vanilinska kislina L 0,3 0,4 A 0,4
Mv <LOD*® 0,2 0,2
1B 50,5 % 43,9 #AB 35,1 %
lignani L 13,2 %4 11,4 10,6 *A
My 31,48 36,4 * 24,3
1B 4,0 3,548 3,18
luteolin L 2,9 2,7% 2,4 aA
My 2,8 3,8% 2,8
1B 2,5% 2,1 %8B 1,9
apigenin L 1,20 1,04 0,9 A
Mv 1’5 abB 2’0 aA 1’5 abB
IB 14,14 10,3 ** 4,18
olevropein L 6,2 %A 2,0 0,7
Mv 13,7 14,3 *A 9,7
IB 63,1 47,5 AB 29,7
O-Agl-A L 17,9 %A 16,6 *A 11,6 %4
Mv 49,0 A 50,2 A 28,48
IB 21,6 12,88 7,18
O-Agl-dA L 4,6 2,88 2,08
Mv 17,2 10,9 B 10,7 8
IB 120,5 ** 98,9 PAB 61,9 B
DMO-Agl-dA L 166,2 * 157,9 A 124,1 %4
My 162,78 2232 167,0 8

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 6: Povprec¢na vsebnost a-tokoferola in biofenolov v svezih in v

skladi$cenih (eno leto pri -20 °C in pri 8 °C) vzorcih ekstra deviSkega olj¢nega olja

Vzorci ekstra deviskega olj¢nega olja
Pararz{eter Sorta .. Po enem letu skladiS¢enja
(mg/kg) Svezi
pri —20 °C pri 8°C
1B 9,7 15,9 4 13,3
(DMO-Agl-dA)ox L 2, 6,7 * 6,4
Mv <LOD* 14,1 * 12,8 %8
IB 12,5 15,6 7,6 A
TyrOH L 2,3 %8 2,8 1,4
Mv 7,9 4 16,8 * 6,4
IB 41,5 28,18 11,8 %
L-Agl-A L 7,3 AB 7,7 39
Mv 26,9 A 18,4 8 7,9 €
IB 33,4 252 15,5
L-Agl-dA L 4,1 % 3,1 PAB 2,0
My 23,4 % 24,1 17,1
IB 142,8 * 118,2 4 66,2 8
DML-Agl-dA L 103,6 86,5 66,5
Mv 156,4 *® 217,84 137,0 *°
IB 10,3 ** 19,5 13,4
(DML-Agl-dA)ox L 8,6 23,6 13,7 4%
Mv <LOD *® <LOD *® 15,8
IB 17,3 % 22,7 12,0 %
Tyr L 3,6 34 2,8
Mv 7,6 11,3 6,3
Skunni biofenoli 1B 544 % 464 A 283 8
upni biofenoli,
o L 344 A 329 °A 249 P4
doloc¢eni s HPLC
Mv 500 8 643 447

Sorta: IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino'; Mv: meSane sorte

LOD: meja detekcije.

&b ¢ srednje vrednosti posameznega parametra v istem stolpcu, ki v oznaki nimajo enake nobene od ¢rk, se
statisti¢no znacilno razlikujejo (P <0,05)

A B C srednje vrednosti v isti vrstici, ki v oznaki nimajo enake nobene od &rk, se statistiéno znadilno
razlikujejo (P <0,05).

Cultivar: IB: Istrska belica; L: Leccino; Mv: mixed cultivars.

LOD: limit of detection.

¢ The average values of individual parameter in the same column, which don't have the same letters, are
signifficantly different (P < 0,05).

A B. € The average values in the same row, which don't have the same letters, are signifficantly different
(P <0,05).
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Slika 15:  Vsebnost a-tokoferola v svezih in v skladiscenih (eno leto pri -20 °C in pri 8 °C) vzorcih ekstra
deviskega olj¢nega olja

Figure 15: o-tocopherol content in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of extra virgin
olive oil stored at -20 °C and at 8 °C for one year

Ena najbolj o€itnih razlik med oljénim oljem obravnavanih sort je vsebnost a-tokoferola. V
oljih sorte 'Leccino' smo ga dolocili mnogo vec kot v oljih sorte 'Istrska belica'. ZmanjSanje
vsebnosti tokoferolov med skladiS¢enjem je bila zanemarljivo tako v zmrzovalniku kot tudi
v hladilniku (slika 15).

V svezih vzorcih so prevladovali sekoiridoidni biofenoli. Slika 16 prikazuje vsebnost
sekoiridodoidnih biofenolov in njihovih derivatov v svezih vzorcih. Na desni strani
polarnega grafa so od vrha proti dnu po vrsti razvrs€ene spojine, ki so sestavni del
razgradne poti olevropeina, opisane v poglavju 2.1.5, na levi strani grafa pa so od vrha
proti dnu razvrsceni razgradni produkti ligstrozida. Vzorci so vsebovali majhne koli¢ine
olevropeina. S slike je razvidno, da sta v vzorcih prevladovali obe dialdehidni obliki
dekarboksimetil aglikonov, sledila sta oba aglikona in dialdehidni obliki aglikonov.
Kon¢nih razgradnih produktov — tirosola in hidroksitirosola je bilo malo. Slika je priblizno
simetricna - razgradna pot je pri ligstrozidu priblizno enako napredovala kot pri
olevropeinu. Razmerje med vsoto obeh aglikonov in vsoto obeh dialdehidnih oblik
dekarboksimetil aglikonov je v vzorcih 'Istrske belice' ve¢je kot v vzorcih 'Leccina’. Tako
vsota kot vsebnost posameznih sekoiridoidnih biofenolov je vecja v oljih 'Istrske belice'
kot v oljih 'Leccina'.



Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

56

Slika 16:

Figure 16:

Slika 17:
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Slika 17 prikazuje povprecno sestavo sekoiridoidnih biofenolov v svezih in v skladis¢enih
vzorcih. S slike je razvidno, da je med skladiS¢enjem prislo do razgradnje biofenolov, in
sicer v ve¢ji meri pri 8 °C kot pri —20 °C. Oblika grafa je na prvi pogled enaka tako v
svezih kot v skladis¢enih vzorcih, pogled na sliko 18 pa nam vendarle razkrije razlike. Na
sliki 18 sta prikazani razmerji med vsebnostjo sekoiridoidnih biofenolov v skladis¢enih in
v svezih vzorcih. Razmerja so za spojine z zacetka razgradne poti manjSa od ena (vrednost
ena je na grafu oznacena z rdeCo Crto), torej so se vsebnosti teh spojin v olju zmanjsale.
Povecale pa so se vsebnosti oksidiranih oblik obeh dekarboksimetil aglikonov, v oljih,
skladiS¢enih pri —20 °C pa tudi vsebnosti tirosola in hidroksitirosola.

Ole

L-Agl-A 0-Agl-A

L-Agl-dA 0-Agl-dA

DML-Agl-dA DMO-Agl-dA

(DMO-Agl-dA)ox (DMO-Agl-dA)ox

Tyr yrOH

|——7/SV ——H/SV |

Slika 18:  Razmerje med vsebnostmi sekoiridoidnih biofenolov v vzorcih ekstra deviskega oljénega olja:
Z/SV: v skladi§¢enih (eno leto v zmrzovalniku pri —20 °C) in v svezih vzorcih; H/SV: v
skladis¢enih (eno leto v hladilniku pri 8 °C) in v svezih vzorcih

Figure 18: Ratio between the secoiridoid biophenols contents in samples of extra virgin olive oil: Z/SV: in
stored (one year at —20°C) and in fresh samples; H/SV: in stored (one year at 8°C) and in fresh
samples
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Slika 19:  Vsebnost skupnih biofenolov v svezih in skladi$¢enih (eno leto pri -20 °C in pri 8 °C) vzorcih
ekstra deviskega oljénega olja (IB: povprecje vzorcev 'Istrske belice'; L: povpredje vzorcev
'Leccina’; HPLC: vsebnost skupnih biofenolov, dolo¢enih s HPLC; FC: vsebnost skupnih
biofenolov, dolo¢enih z metodo FC)

Figure 19: Total biophenols in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of extra virgin olive
oil stored at -20 °C and at 8 °C for one year (IB: average of samples of cv. Istrska belica; L:
average of samples of cv. Leccino; HPLC: the sum of all identified biophenols determined with
HPLC; FC: total biophenols, determined with FC method)

Na sliki 19 je podana primerjava med vsebnostjo skupnih biofenolov dolo¢enih z metodo
FC in vsoto vseh s HPLC dolocenih biofenolov. S slike vidimo, da je vsebnost skupnih
biofenolov tako v svezih kot v skladiS¢enih vzorcih vec¢ja v oljih 'Istrske belice' kot v oljih
'Leccina' ne glede na uporabljeno metodo dolocevanja. Tako v vzorcih 'Istrske belice' kot v
vzorcih 'Leccina' se je vsebnost skupnih biofenolov med skladiS¢enjem zmanjsala;
sprememba je bila vec¢ja pri skladiS€enju v hladilniku kot pri skladi$¢enju v zmrzovalniku.

4.1.4 Rezultati dolofevanja oksidacijske stabilnosti v svezih in v eno leto
skladiSc¢enih vzorcih ekstra deviSkega oljcnega olja

Indukcijski ¢as smo spremljali le v vzorcih EDOO letnika 2003, in sicer v svezih vzorcih
in v vzorcih, hranjenih v hladilniku pri 8 °C. Razen v enem vzorcu se je indukcijski ¢as v
vseh vzorcih po skladiS¢enju skrajsal.



59
Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

140

S

z 120 - o <

9

= 0 n M

% 100{ O O o

) <o

=< O

£ 801 S

= - O
60

IB1 IB2 IB3 1B4 Myv L1 L2 L3

Vzorec ekstra deviskega oljénega olja

‘ < svezi vzorci O sk 8 °C ‘

Slika 20:  Indukcijski Cas v svezih in v skladis¢enih (eno leto pri 8 °C) vzorcih ekstra deviskega olj¢nega
olja

Figure 20: Induction time in fresh samples of extra virgin olive oil, and in samples of extra virgin olive oil
stored at 8 °C for one year

42 REZULTATI ANALIZ VZORCEV EKSTRA DEVISKEGA OLJCNEGA OLJA
PRED SEGREVANIJEM IN PO SEGREVANJU V RANCIMATU

V poskus smo vkljucili osem vzorcev EDOO, in sicer §tiri vzorce sorte 'Istrska belica', tri
vzorce 'Leccino' in en vzorec meSanega olja. Podatki o vzorcih so v preglednici 2 v
poglavju 3.1.1.

Vzorce EDOO smo 142 ur segrevali v Rancimatu pri temperaturi 100 °C in pretoku zraka
10 L/h. V tem poglavju so podani rezultati analiz vzorcev pred segrevanjem in po njem.

4.2.1 Rezultati dolo¢evanja parametrov kakovosti v ekstra deviSkem oljénem olju
pred segrevanjem in po segrevanju v Rancimatu

Preglednica 7 podaja parametre kakovosti v svezih vzorcih EDOO in v vzorcih po
segrevanju v Rancimatu. Segrevanje pri temperaturi 100 °C in pretoku zraka 10 L/h je
potekalo 142 ur.
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Preglednica 7: Povpre¢ja parametrov kakovosti v vzorcih ekstra deviskega oljcnega olja pred
segrevanjem in po segrevanju v Rancimatu

Table 7: Average quality parameters in extra virgin olive oil samples before and after heating in
Rancimat
Vzorci ekstra deviskega oljénega olja
Parameter Sorta Pred segrevanjem Po segrevanju

kislost 1B 0,13 0,20 "

(ut. %) L 0,08 " 1,94 **
peroksidno Stevilo 1B 3,68 30,1°%4
(mmol O,/kg) L 6,0 *® 359 *

K 1B 1,811 3,000 **

= L 1,805 *° 3,373

K 1B 0,155 0,518 **

270 L 0,141"" 1,503 **

1B -0,002 * 0,013

AK L -0,002 * 0,020 **

Sorta: IB: 'Istrska belica'; L: '"Leccino'

“® Srednje vrednosti posameznega parametra v istem stolpcu, ki v oznaki nimajo enake nobene od &rk, se
statisti¢no znacilno razlikujejo (P < 0,05).

A B Srednje vrednosti v isti vrstici, ki v oznaki nimajo enake nobene od &rk, se statisti¢no znaéilno razlikujejo
(P <0,05).

Cultivar: IB: Istrska belica; L: Leccino.

" The average values of individual parameter in the same column, which don't have the same letters, are
signifficantly different (P < 0,05).

AP The average values in the same row, which don't have the same letters, are signifficantly different
(P <0,05).
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Slika 21:  Kislost v vzorcih ekstra deviskega oljénega olja pred segrevanjem in po segrevanju v Rancimatu
(IB: 'Istrska belica'; L: '"Leccino'; Mv:meSane sorte)

Figure 21: Acidity in extra virgin olive oil samples before and after heating in Rancimat (IB: cv. Istrska
belica; L: cv. Leccin; Mv: blend of different cultivars)
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Kislost je bila v svezih vzorcih olja sorte 'Leccino' statisticno znacilno manjsa kot v
vzorcih olja sorte 'Istrska belica', vendar je bila tudi v slednjih Se dale¢ pod vrednostjo,
dovoljeno za ekstra devisko olj¢no olje (< 0,8 ut. %). Med segrevanjem se je statisticno
znacilno povecala v vseh vzorcih, vendar je s slike 21 razvidno, da je bila sprememba v
vzorcih 'Istrske belice' relativno majhna v primerjavi s spremembo v vzorcih 'Leccina’.
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Slika 22:  Peroksidno Stevilo v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja pred segrevanjem in po segrevanju v
Rancimatu (IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino'; Mv: meSane sorte)

Figure 22: Peroxide value in extra virgin olive oil samples before and after heating in Rancimat (IB: cv.
Istrska belica; L: cv. Leccino; Mv: blend of different cultivars)

Slika 22 prikazuje vrednosti peroksidnega Stevila v vzorcih pred segrevanjem in po njem.
Pred segrevanjem so imeli vzorci 'Istrske belice' statistiéno znacilno nizje vrednosti
peroksidnega Stevila kot vzorci 'Leccina'. Med segrevanjem so se vrednosti peroksidnega
Stevila v vseh vzorcih moc¢no povisale, povprecje vrednosti peroksidnega Stevila v vzorcih
'Istrske belice' se je povecalo priblizno osemkrat, v vzorcih 'Leccina' pa celo priblizno
Sestdesetkrat.

Pred segrevanjem ni bilo statisti€no znacilne razlike v vrednosti K3, med vzorci olja sorte
'Istrska belica' in 'Leccino', pa¢ pa je bila vrednost K3, po segrevanju statisti¢no znacilno
vi§ja v vzorcih 'Leccina', vendar razlike niso bile tako velike kot pri kislosti in
peroksidnem Stevilu. Vrednost Ky7o je bila pred segrevanjem statisticno znacilno vi§ja v
vzorcih 'Istrske belice' kot v vzorcih 'Leccina', med segrevanjem pa se je bistveno bolj
povisala v vzorcih 'Leccina'. Graf na sliki 24 ima podobno obliko kot graf za peroksidno
Stevilo na sliki 22.



Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

62

Slika 23:
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Vrednost Ky, v vzorcih ekstra deviskega oljcnega olja pred segrevanjem in po segrevanju v

Rancimatu (IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino'; Mv: meSane sorte)

Figure 23: Ky;, in extra virgin olive oil samples before and after heating in Rancimat (IB: cv. Istrska

Slika 24:

belica; L: cv. Leccino; Mv: blend of different cultivars)
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Vrednost K79 v vzorcih ekstra deviskega oljcnega olja pred segrevanjem in po segrevanju v

Rancimatu (IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino'; Mv: meSane sorte)

Figure 24: K, in extra virgin olive oil samples before and after heating in Rancimat (IB: cv. Istrska

belica; L: cv. Leccino; Mv: blend of different cultivars)
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Slika 25:  Vrednost AK v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja pred segrevanjem in po segrevanju v
Rancimatu (IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino'; Mv: meSane sorte)

Figure 25: AK in extra virgin olive oil samples before and after heating in Rancimat (IB: cv. Istrska belica;
L: cv. Leccino; Mv: blend of different cultivars)

Med vzorci olja sorte 'Istrska belica' in 'Leccino' pred segrevanjem ni bilo statisti¢no
znacilnih razlik v vrednosti AK. Med segrevanjem se je vrednost AK v vseh vzorcih mo¢no
povisala, izstopata zlasti vzorca L2 in L3 (slika 25).

4.2.2 Rezultati dolo¢evanja mascobnokislinske sestave v ekstra deviSkem oljénem
olju pred segrevanjem in po segrevanju v Rancimatu

Mascobnokislinska sestava v vzorcih EDOO pred segrevanjem in po segrevanju v
Rancimatu je podana v preglednici 8.
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Preglednica 8: Povprecna mascobnokislinska sestava v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja pred
segrevanjem in po segrevanju v Rancimatu

Table 8: Average fatty acid composition in extra virgin olive oil samples before and after heating in
Rancimat (IB: cv. Istrska belica; L: cv. Leccino)

Mascobna kislina Vzorci ekstra deviskega olj¢nega olja
(ut. %) Sorta Pred segrevanjem Po segrevanju
cus W B
e pa
o w ik
SN i
ST e
cwo P P
cw = BT
W o o
T i oz
o B n T
o B o
2w m g

aA aA
C24:0 II]? 88;2 bA 88% aA

Sorta: IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino’

*® Statisti¢no znagilne razlike posameznega parametra v istem stolpcu so podane z razli¢nimi malimi &rkami
(P <0,05).

A-B Statistiéno zna¢ilne razlike v isti vrstici so podane z razli¢nimi velikimi érkami (P < 0,05).

Cultivar: IB: Istrska belica; L: Leccino.

.0 The average values of individual parameter in the same column, which don't have the same letters, are
signifficantly different (P < 0,05).

AP The average values in the same row, which don't have the same letters, are signifficantly different
(P <0,05).

Primerjava mascobnokislinske sestave v vzorcih EDOO pred segrevanjem in po njem je
podana na slikah 26 in 27. Slika 26 prikazuje primerjavo mascobnokislinske sestave v
vzorcih EDOO sorte 'Istrska belica' pred segrevanjem in po njem, slika 27 pa primerjavo
mascobnokislinske sestave v vzorcih sorte EDOO 'Leccino' pred segrevanjem in po njem.
Delezi mascobnih kislin, ki so na sliki pod ¢rtkano ¢rto, so se med segrevanjem zmanjsali,
delezi kislin nad &rto pa so se poveéali. Cim dlje od &rtkane érte se nahaja vzorec, tem bolj
se je spremenil delez kisline v vzorcu.
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Slika 26:

Figure 26:

Primerjava povprecnih delezev posameznih mascobnih kislin v vzorcih ekstra deviskega
oljcnega olja sorte 'Istrska belica' pred segrevanjem v Rancimatu in po njem (MKprgp: %
mascobne kisline pred segrevanjem; MKpo: % mascobne kisline po segrevanju)

Comparison of average contents of individual fatty acids in extra virgin olive oil samples (cv.
Istrska belica) before and after heating in Rancimat apparatus (MKprgp: % of fatty acid before
thermal treatment; ; MKpq: % of fatty acid after thermal treatment)

Mascobnokislinska sestava v vzorcih 'Istrske belice' je med segrevanjem v Rancimatu
ostala skoraj nespremenjena, znacilno se je zmanjsal le delez linolenske kisline, povecala
pa sta se deleza arasidove (C 20:0) in behenske kisline (C 22:0). Delezi ostalih mascobnih
kislin se niso statisti¢no znacilno spremenili. Ve¢ sprememb je bilo v vzorcih 'Leccina’. S
slike 26 je razvidno, da se je mo¢no zmanjsal delez linolne in linolenske kisline. Delezi
drugih kislin se niso zmanj$ali. Med segrevanjem so se statisticno znacilno povecali delezi
nasiCenih mascobnih kislin, medtem ko so ostali delezi enkrat nenasiCenih kislin
nespremenjeni, med njimi tudi delez prevladujoce oleinske kisline.
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Slika 27:  Primerjava povprecnih delezev posameznih mascobnih kislin v vzorcih ekstra deviskega
oljénega olja sorte 'Leccino' pred segrevanjem v Rancimatu in po njem (MKprgp: % mascobne
kisline pred segrevanjem; MKpq: % mascobne kisline po segrevanju)

Figure 27: Comparison of average contents of individual fatty acids in extra virgin olive oil samples (cv.

Leccino) before and after heating in Rancimat (MKprep: % of fatty acid before thermal

treatment; ; MKpo: % of fatty acid after thermal treatment)
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4.2.3 Rezultati dolocevanja vsebnosti antioksidantov v ekstra deviSkem oljénem olju
pred segrevanjem in po segrevanju v Rancimatu

Preglednica 9 prikazuje povpre¢ne vsebnosti a-tokoferola in biofenolov v vzorcih EDOO
sorte 'Istrska belica' in 'Leccino’ pred segrevanjem v Rancimatu in po njem.

Preglednica 9: Povprecne vsebnosti a-tokoferola in biofenolov v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja
pred segrevanjem in po segrevanju v Rancimatu

Table 9: Average a-tocopherol and biophenols contents in extra virgin olive oil samples before and
after heating in Rancimat

Spojina Vzorci ekstra deviskega olj¢nega olja
(mg/kg) Sorta Pred segrevanjem Po segrevanju
IB 129° <LOQ
a-tokoferol L 390 ° <LOQ
S o 0
bA bB
metodi FC L 399 176
lienani IB 38,3 101,0 **
g L 10,0 " 20,3
luteolin 1B 31 18"
L 1,8 0,1
apigenin 1B 1.8 16
pig L 0.7 bA 0.4 bB
IB 17,3 08
Ole L 6,4 0
IB 83,1 57°%
O-Agl-A L 27,8 1,308
IB 23,8 %4 2,0
O_Agl-dA L 5,3 bA 1’5 aB
IB 165,5 ** 4,6
DMO-Agl-dA L 184,2 * 47
IB 8,0 3,6
TyrOH L 2,5 <LOD"®
IB 46,3 4 12,1%
L_Agl L 9,6 bA 6,0 bA
IB 31,3 1,6
L_Agl_dA L 3’5 bA 1’9 aA
IB 182,0 ** 20,9 %8
DML-Agl-dA L 132’3 bA 6’8 bB
Tor IB 11,0 * 18,4 A
Y L 3,0 %P 13,9

IB: 'Istrska belica'; L: 'Leccino’; LOQ: meja dolo¢evanja; LOD: meja zaznavnosti.

® Statisti¢no znacilne razlike posameznega parametra v istem stolpcu so podane z razliénimi malimi érkami
(P <0,05).

A B Statisti¢no znagilne razlike v isti vrstici so podane z razli¢nimi velikimi &rkami (P < 0,05).

IB: Istrska belica; L: Leccino; LOQ: limit of quantification; LOD: limit of detection.

“® The average values of individual parameter in the same column, which don't have the same letters, are
signifficantly different (P < 0,05).

A B The average values in the same row, which don't have the same letters, are signifficantly different
(P <0,05).
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Slika 28:  Vsebnost o—tokoferola v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja pred segrevanjem v Rancimatu
(IB: 'Istrska belica'; L: '"Leccino'; Mv: meSane sorte)

Figure 28: o—tocopherol contents in extra virgin olive oil samples before heating in Rancimat (IB: cv.
Istrska belica; L: cv. Leccino; Mv: blend of different cultivars )

Vsebnost o-tokoferola je bila pred segrevanjem v vzorcih 'Istrske belice' statisti¢no
znacilno manj$a kot v vzorcih 'Leccina' (slika 28). Med segrevanjem se je koli¢ina
a—tokoferola v vseh vzorcih zmanjsala pod mejo doloc¢evanja (pod 2 mg/kg).

Razgradna pot
Razgradna pot Ole =™ olevropeina
ligstrozida
L-Agl 0-Agl
L-Agl-dA O-Agl-dA
DML-Agl-dA DMO-Agl-dA
'Istrska belica'
Tyr TyrOH = "Leccino’

Slika 29:  Povprecna vsebnost sekoiridoidnih biofenolov (mg/kg) v vzorcih ekstra deviskega oljcnega olja
sort 'Istrska belica' in 'Leccino' pred segrevanjem v Rancimatu

Figure 29: Average secoiridoid biophenol content (mg/kg) in extra virgin olive oil samples from cv. Istrska
belica (green) and cv. Leccino (blue) before heating in Rancimat
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V vzorcih EDOO pred segrevanjem so prevladovali sekoiridoidni biofenoli, predstavljali
so 90,0-96,8 % vsote vseh s HPLC doloc¢enih biofenolov. Slika 29 prikazuje vsebnost
sekoiridoidnih biofenolov in njihovih derivatov v svezih vzorcih. Na desni strani polarnega
grafa so od vrha proti dnu po vrsti razvrsc¢ene spojine, ki so sestavni del razgradne poti
olevropeina, opisane v poglavju 2.1.5, na levi strani grafa pa so od vrha proti dnu
razvrs€eni razgradni produkti ligstrozida. Vzorci so vsebovali majhne koli¢ine olevropeina.
S slike 29 je razvidno, da sta v vzorcih prevladovala DMO-Agl-dA in DML-Agl-dA,
sledila sta O-Agl in L-Agl ter O-Agl-dA in L-Agl-dA. Kon¢nih razgradnih produktov,
tirosola in hidroksitirosola, je bilo malo. Slika je priblizno simetri¢na, razgradna pot je pri
ligstrozidu priblizno enako napredovala kot pri olevropeinu. Razmerje med vsoto obeh
aglikonov in vsoto obeh dialdehidnih oblik dekarboksimetil aglikonov je v vzorcih 'Istrske
belice' vecje kot v vzorcih 'Leccina'. Razmerje med derivati olevropeina in derivati
ligstrozida je bilo nizje v vzorcih 'Tstrske belice' (1,1) kot v vzorcih 'Leccina' (1,5). Tako
vsebnost posameznih sekoiridoidnih biofenolov kot vsota posameznih vsebnosti je bila
vecja v vzorcih 'Istrske belice' kot v vzorcih 'Leccina'.

R

po segrevanju

/ RIX
OF

—pred segrevanjem

Slika 30:  Povprecna vsebnost sekoiridoidnih biofenolov (mg/kg) v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja
pred segrevanjem v Rancimatu in po njem

Figure 30: Average secoiridoid biophenol composition (mg/kg) in extra virgin olive oil samples before
(blue) and after (red) heating in Rancimat

Na sliki 30 je podana primerjava med povprecnimi vsebnostmi sekoiridoidnih biofenolov v
vzorcih pred segrevanjem in po njem. Vsebnost posameznih biofenolov se je med
segrevanjem bolj ali manj zmanjSala. Ugotovili smo, da se je spremenilo tudi razmerje med
posameznimi spojinami. V vzorcih pred segrevanjem je bilo nekoliko ve¢ derivatov
olevropeina kot derivatov ligstrozida, po segrevanju pa je slednjih precej ve¢ kot derivatov
olevropeina. Koli¢ina tirosola se je v vseh vzorcih med segrevanjem povecala. Mocno se je
povecal tudi kromatografski vrh za lignane.
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Slika 31:  Vsebnost skupnih biofenolov v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja pred segrevanjem
(modra) v Rancimatu in po njem (oranzna). (FC: metoda FC; HPLC: metoda HPLC)

Figure 31: Total biophenols in extra virgin olive oil samples before (blue) and after (orange) heating in
Rancimat. (FC: FC method; HPLC: HPLC method

Vsebnost skupnih biofenolov je bila tako pred segrevanjem kot po njem statisticno
znacCilno vecja v vzorcih 'Istrske belice' kot v vzorcih 'Leccina', ne glede na nacin
dolocitve. V vzorcih pred segrevanjem smo dobili zelo podobne rezultate z obema
metodama, medtem ko smo v vzorcih po segrevanju dobili z metodo HPLC dobili nekoliko
nizje rezultate kot z metodo FC.

4.2.4 Rezultati dolocevanja oksidacijske stabilnosti v ekstra deviSkem oljénem olju
pred segrevanjem v Rancimatu

Vzorci olja sorte 'Istrska belica' so pred segrevanjem imeli statisticno znacilno daljSe
indukcijske case kot vzorci olja sorte 'Leccino' (Slika 32).
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Slika 32:  Indukcijski ¢as v vzorcih ekstra deviskega oljcnega olja pred segrevanjem v Rancimatu (IB:
'Istrska belica'; L: '"Leccino'; Mv: meSane sorte)

Figure 32: Induction period in extra virgin olive oil samples before heating in Rancimat (IB: cv. Istrska
belica; L: cv. Leccino; Mv: blend of different cultivars)

43 REZULTATI SPREMLJANJA PROUCEVANIH PARAMETROV V EKSTRA
DEVISKEM OLJCNEM OLJU IN SONCNICNEM OLJU MED OSEMURNIM
SEGREVANJEM

Dva vzorca EDOO (povpre¢na vzorca sorte 'Istrska belica' in 'Leccino') ter vzorec
son¢ni¢nega olja smo segrevali osem ur pri temperaturi 100 °C in pri 180 °C. V tem
poglaviju so podani rezultati analiz vzorcev pred segrevanjem in vzorcev po razli¢nih ¢asih
segrevanja (2, 4, 6 in 8 ur). Preglednica z vsemi rezultati je podana v prilogi C1.

4.3.1 Rezultati spremljanja stopnje oksidiranosti olja v ekstra deviSkem olj¢nem
olju in son¢ni¢nem olju med osemurnim segrevanjem pri 100 °C in 180 °C

Vsa olja so pred zaCetkom segrevanja vsebovala zelo malo prostih mascobnih kislin, od
0,10 ut. % pri olju 'Leccino' do 0,18 ut. % pri son¢ni¢nem olju. Med segrevanjem se je
kislost vecala, intenzivneje pri 180 °C kot pri 100 °C. Najbolj se je povecala v son¢ni¢nem
olju, v olju 'Leccino’ pa le nekoliko bolj kot v olju 'Istrske belice' (slika 33).
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Slika 33:  Kislost v ekstra deviskem olj¢nem olju in son¢ni¢nem olju v odvisnosti od ¢asa in temperature
segrevanja (IB: ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Istrska belica'’; L: ekstra devisko olj¢no olje

sorte 'Leccino'; S: soncnicno olje)

Figure 33: Acidity in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of heating time and
temperature (IB: extra virgin olive oil cv. Istrska belica; L: extra virgin olive oil cv. Leccino; S:

sunflower oil)

Pred zacetkom segrevanja so bila peroksidna Stevila v vzorcih od 1,55 mmol Oy/kg v
son¢ni¢nem olju do 2,82 mmol Oy/kg v vzorcu EDOO sorte 'Leccino’. Med segrevanjem

pri 100 °C so se vrednosti peroksidnega Stevila v vseh treh vzorcih poviSale, medtem ko so

med segrevanjem pri 180 °C znizale (slika 34).
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Slika 34:  Peroksidno S$tevilo v ekstra deviskem oljénem olju in sonéni¢nem olju v odvisnosti od ¢asa in
temperature segrevanja (IB: ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Istrska belica'; L: ekstra devisko

olj¢no olje sorte 'Leccino'; S: soncnicno olje)

Figure 34: Peroxide value in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of heating time and
temperature (IB: extra virgin olive oil cv. Istrska belica; L: extra virgin olive oil cv. Leccino; S:
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Slika 35:  p-anisidinsko $tevilo v ekstra deviskem olj¢nem olju in son¢ni¢nem olju v odvisnosti od ¢asa in
temperature segrevanja (IB: ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Istrska belica'; L: ekstra devisko
oljéno olje sorte 'Leccino'; S: soncnicno olje)

Figure 35: p-anisidine value in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of heating time and
temperature (IB: extra virgin olive oil cv. Istrska belica; L: extra virgin olive oil cv. Leccino; S:
sunflower oil)

Pred zacetkom segrevanja je imelo sonc¢nicno olje (7,4 meq/kg) precej manjSe p-
anisidinsko Stevilo kot oba vzorca EDOO ('Istrska belica' 15,3 meq/kg in 'Leccino' 12,2
meq/kg). Spremembe p-anisidinskega Stevila med segrevanjem prikazuje slika 35. Med
segrevanjem vzorcev olja pri 100 °C se vrednost p-anisidinskega Stevila ni bistveno
spreminjala, pac pa se je povecala med segrevanjem pri 180 °C. V obeh vzorcih olj¢nega
olja je po stirih urah dosegla vrednosti, ki se v naslednjih Stirih urah niso ve¢ dosti
spremenile, medtem ko se je v son¢ni¢nem olju vecala skozi celoten €as eksperimenta.

Tako kot vrednost peroksidnega in p-anisidinskega Stevila je bila tudi vrednost totoks
Stevila pred segrevanjem najnizja v soncni¢nem olju (13,6 meq/kg), v obeh olj¢nih oljih pa
skoraj dvakrat tolikSna (24,7 meq/kg v vzorcu 'Istrske belice' in 23,5 meq/kg v vzorcu
'Leccina'). Med segrevanjem se je totoks Stevilo v vsakem olju spreminjalo drugace (slika
36). V vzorcu 'Istrske belice' je med segrevanjem na 100 °C zacelo naraScati Sele po 4
urah, medtem ko je pri 180 °C nekoliko naraslo v prvih Stirih urah segrevanja in se potem
ni ve¢ bistveno spremenilo. V vzorcu 'Leccina’ je med segrevanjem pri 180 °C ostalo
skoraj nespremenjeno, pri 100 °C pa je ves Cas rahlo naras¢alo. V son¢ni¢nem olju je prve
Stiri ure narascalo priblizno enako pri obeh temperaturah segrevanja, po Stirih urah pa je
zacelo pri 180 °C narascati hitreje kot pri 100 °C.
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Slika 36:

Figure 36:
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Totoks stevilo v ekstra deviskem oljénem olju in son¢niénem olju v odvisnosti od Casa in
temperature segrevanja (IB: ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Istrska belica'; L: ekstra devisko
olj¢no olje sorte 'Leccino'; S: soncnicno olje)
Totox value in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of heating time and
temperature (IB: extra virgin olive oil cv. Istrska belica; L: extra virgin olive oil cv. Leccino; S:
sunflower oil)
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Slika 37:

Figure 37:

Vrednost K,;; v ekstra deviskem olj¢énem in soncni¢nem olju v odvisnosti od ¢asa in
temperature segrevanja (IB: EDOO sorte 'Istrska belica'; L: EDOO sorte 'Leccino'; S: sonéni¢no

olje)

Ky3; in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of heating time and temperature
(IB: extra virgin olive oil cv. Istrska belica; L: extra virgin olive oil cv. Leccino; S: sunflower

oil)
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Spremljanje vrednosti Kj3;; med segrevanjem vzorcev EDOO in son¢ni¢nega olja je
prikazano na sliki 37. Vrednost K53, je bila pred segrevanjem bistveno nizja v obeh vzorcih
EDOO (1,55 v vzorcu 'Leccina' in 1,59 v vzorcu 'Istrske belice') kot v vzorcu son¢ni¢nega
olja (4,02). Med segrevanjem je v vseh vzorcih konstantno narascala. Narascanje je bilo
hitrejse pri 180 °C kot pri 100 °C.
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Slika 38:  Vrednost K,; v ekstra deviskem oljénem olju in son¢ni¢nem olju v odvisnosti od c¢asa in
temperature segrevanja (IB: ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Istrska belica'; L: ekstra devisko
oljéno olje sorte 'Leccino'; S: soncnicno olje)

Figure 38: K, in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of heating time and temperature
(IB: extra virgin olive oil cv. Istrska belica; L: extra virgin olive oil cv. Leccino; S: sunflower
oil)

Spremljanje vrednosti K,70 med segrevanjem je prikazano na sliki 38. Podobno kot pri K3,
je bila tudi vrednost Ky70 pred segrevanjem najvi§ja v son¢ni¢nem olju (2,754), v obeh
vzorcih EDOO pa bistveno nizja (0,123 v vzorcu 'Istrske belice' in 0,097 v vzorcu
'Leccina'). Med segrevanjem pri 100 °C se v vzorcu 'Istrske belice' skoraj ni spremenila, v
vzorcu 'Leccina' je rahlo narascala, v son¢ni¢nem olju pa je bilo naraS¢anje najhitrejSe. Pri
segrevanju pri 180 °C je bilo naras¢anje Ky hitrejse.
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4.3.2 Rezultati spremljanja mascobnokislinske sestave ekstra devi§kega olj¢nega
olja in son¢nicnega olja med osemurnim segrevanjem pri 100 °C in 180 °C

Preglednica 10 podaja mascobnokislinsko sestavo vzorcev EDOO in so¢ni¢nega olja pred
segrevanjem. V obeh oljénih oljih je bilo najve¢ oleinske kisline (77,31 ut. % v vzorcu
'Istrske belice' in 77,61 ut. % v vzorcu 'Leccina'), sledile so palmitinska, linolna, stearinska
in palmitoleinska kislina. V son¢ni¢nem olju pa je bilo najvec linolne kisline (64,60 ut. %),
nato oleinske, palmitinske in stearinske kisline. Delezi vseh ostalih kislin so bili v vseh treh
vzorcih manjsi od 1 ut. %.

Preglednica 10: Mascobnokislinska sestava v vzorcih ekstra deviSkega olj¢nega olja in son¢ni¢nega olja
pred osemurnim segrevanjem

Table 10: Fatty acid composition in extra virgin olive oil and sunflower oil samples before heating
for 8 hours

Vzorci olja
ekstra devisko olj¢no olje

Mascobna kislina

0 v v .
(ut. %) 'Istrska belica' 'Leccino' Sonénicno olje
C14:0 0,02° 0,01°¢ 0,07
C16:0 11,43° 12,85 ° 6,27°¢
Cl6:1 0,96° 1,30° 0,09 ¢
C17:0 0,06 ° 0,04 ¢ 0,05°
C17:1 0,09° 0,10° 0,03 ¢
C18:0 3,15° 1,97 °¢ 426°
Cl18:1 7731° 77,61 ° 22,30°
C18:2 5,40 ° 4,74° 64,60 °
C18:3 0,49 ° 0,59 ° 0,49
C20:0 0,53 0,35° 0,30 ¢
C20:1 0,33 0,30° 0,18°¢
C22:0 0,17° 0,11°¢ 0,68 %
C24:0 0,08° 0,04 ¢ 0,23

b.¢ Statistiéno znadilne razlike med vrstami olja so podane z razli¢nimi érkami (P < 0,05).
©b.¢ yalues in the same row, which don't have the same letters, are signifficantly different (P < 0,05).

Mascobnokislinska sestava analiziranih olj se med osemurnim segrevanjem skorajda ni
spremenila. Na sliki 39 so prikazana razmerja med delezem posamezne maScobne kisline v
vzorcu pred segrevanjem in deleZzem te kisline v vzorcu po osmih urah segrevanja pri 180
°C. Ce je razmerje vedje od 1, torej ¢e todka za to kislino lezi nad rdeco érto, se je dele
mascobne kisline v vzorcu med segrevanjem povecal; ¢e pa je delez manjsi od 1 in se
toCka nahaja na grafu pod rdeco Crto, se je delez mas¢obne kisline zmanjsal.
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Slika 39: Razmerja med vsebnostmi posameznih mascobnih kislin v vzorcih ekstra deviSkega olj¢nega
olja in son¢ni¢nega olja po segrevanju (8 ur pri 180 °C) in pred segrevanjem. (MKpq: delez
mascobne kisline po segrevanju; MKprep: delez mascobne kisline pred segrevanjem)

Figure 39: Relationships between the contents of individual fatty acid in samples of extra virgin olive oil
and in sunflower oil after and before heating for 8 hours at 180 °C. (MKpo: % of fatty acid after
thermal treatment; MKpgrep: % of fatty acid before thermal treatment)

4.3.3 Rezultati spremljanja vsebnosti antioksidantov in antioksidacijske
ucinkovitosti ekstra deviSkega oljénega olja in soncnicnega olja med
osemurnim segrevanjem pri 100 °C in 180 °C
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Slika 40:  Vsebnost a-tokoferola v ekstra deviskem oljénem olju in son¢ni¢nem olju v odvisnosti od ¢asa
in temperature segrevanja (IB: ekstra devisko oljéno olje sorte 'Istrska belica'; L: ekstra devisko
oljéno olje sorte 'Leccino'; S: soncnicno olje)

Figure 40: o-tocopherol contents in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of heating time
and temperature (IB: extra virgin olive oil cv. Istrska belica; L: extra virgin olive oil cv.
Leccino; S: sunflower oil)
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Slika 40 prikazuje spremljanje vsebnosti a-tokoferola v vzorcih analiziranih olj med
segrevanjem. Vsebnost a-tokoferola je bila med celotnim poskusom najvec¢ja v son¢ni¢nem
olju (okrog 500 mg/kg) in se je s Casom segrevanja malo, a statisticno znacilno zmanjsala.
V vzorcu 'Leccina’ se je statisticno znacilno zmanjsala z 266 mg/kg na 219 mg/kg med
segrevanjem pri 100 °C oziroma na 179 mg/kg med segrevanjem pri 180 °C. Manj izrazito,
a Se vedno statisticno znacilno, je bilo zmanjSevanje v vzorcu 'Istrske belice', v katerem se
je vsebnost a-tokoferola z zacetnih 96 mg/kg zmanjsala na 88 mg/kg med segrevanjem pri
100 °C oziroma na 79 mg/kg med segrevanjem pri 180 °C.

Vzorec EDOO sorte 'Istrska belica' je pred segrevanjem vseboval ve¢ pigmentov, tako
klorofilnih kot karotenoidov, kot vzorec EDOO sorte 'Leccino’. V obeh vzorcih je bila
vsebnost klorofilnih pigmentov vecja od vsebnosti karotenoidov.

14
%D 12 4 B Klorofilni pigmenti z
) ;
£ 10 metodo po Pokornyju
8
S 8 O Klorofilni pigmenti z
E metodo po Minguez-
s 0 Mosqueri
g 4 OKarotenoidi
=
=
53
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0 |
'Istrska belica' 'Leccino’

Slika 41:  Vsebnosti klorofilnih pigmentov in karotenoidov v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja sorte
'Istrska belica' in 'Leccino’ pred osemurnim segrevanjem

Figure 41: Chlorophyllic pigments and carotenoids in extra virgin olive oil samples of cv. Istrska belica
and cv. Leccino before thermal treatment

Na sliki 41 vidimo, da smo z metodo po Minguez-Mosqueri dolo¢ili manjSo vsebnost
klorofilnih pigmentov kot z metodo po Pokornyju. Korelacija med metodama je bila tesna,
koelacijski koeficient je bil 0,99.
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Slika 42:  Vsebnost klorofilnih pigmentov, dolo¢enih z dvema razlicnima metodama, in karotenoidov v
vzorcu ekstra deviskega olj¢nega olja sorte 'Istrska belica' v odvisnosti od ¢asa in temperature
segrevanja

Figure42: Contents of chlorophyllic pigments, determined with two different methods, and carotenoids in
EVOO sample of cv. Istrska belica as a function of heating time and temperature

10
¢
—o— 100 °C; klorofili z metodo po Pokornyju
o 8
é N
g —&— 180 °C; klorofili z metodo po Pokornyju
s
c 6 1 b
g 100 °C; klorofili z metodo po Minguez -
> . Mosqueri
s 4 g 180 °C; Klorofili z metodo po Minguez -
e A Mosqueri
§ 100 °C; karotenoidi
> 2
100 °C; karotenoidi
0 T T T ,
0 2 4 6 8
. ' oA
Cas segrevanja (h) Leccino

Slika 43:  Vsebnost klorofilnih pigmentov, dolo¢enih z dvema razli¢cnima metodama, in karotenoidov v
vzorcu ekstra deviskega olj¢nega olja sorte 'Leccino' v odvisnosti od ¢asa in temperature
segrevanja

Figure 43: Contents of chlorophyllic pigments, determined with two different methods, and carotenoids in

EVOO sample of cv. Leccino as a function of heating time and temperature
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Vsebnost pigmentov se je v obeh vzorcih EDOO med segrevanjem zmanjSevala (sliki 42 in
43). Pri 100 °C se je vsebnost klorofilnih pigmentov zmanjSevala nekoliko hitreje kot
vsebnost karotenoidov, pri 180 °C pa je bila hitrost zmanjSevanja vsebnosti karotenoidov
precej vec¢ja od hitrosti zmanjSevanja vsebnosti klorofilnih pigmentov. Konstante hitrosti
zmanjSevanja vsebnosti pigmentov so prikazane v preglednici 11.

Preglednica 11: Konstante hitrosti zmanjSevanja vsebnosti pigmentov v vzorcih ekstra deviSkega olj¢nega
olja med osemurnim segrevanjem pri 100 °C in pri 180 °C

Table 11: Rate constants for the decrease of pigments contents in samples of extra virgin olive oil
during heating at 100 °C and 180 °C for 8 hours

Konstanta hitrosti zmanjS$evanja
. Temperatura ..
Pigment seorevania vsenosti pigmenta
& J 'Istrska belica' 'Leccino’
Klorofilni pigmenti 100 °C 0,014 0,022
z metodo po Pokornyju 180 °C 0,015 0,054
Klorofilni pigmenti 100 °C 0,022 0,021
z metodo po Minguez -Mosqueri 180 °C 0,059 0,059
Karotenoidi 100 °C 0,019 0,010
180 °C 0,326 0,288
razgradnja olevropeina
0-Agl
razgradnja ligstrozida 150
L-Agl O-Agl-dA
L-Agl-dA #=DMO-Agl-dA
DML-Agl-dA < 7 (DMO-Agl-dA)ox
DML-Agl-dA)ox TyrOf
( & Jox yr "Istrska belica'
Tyr = "Leccino’

Slika 44:  Vsebnost sekoiridoidnih biofenolov (mg/kg) v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja sorte
'Istrska belica' in 'Leccino' pred osemurnim segrevanjem

Figure 44: Secoiridoid biophenols contents (mg/kg) in extra virgin olive oil samples of cv. Istrska belica
and cv. Leccino before heating for eight hours

Vsebnosti sekoiridoidnih biofenolov v vzorcih EDOO sorte 'Istrska belica' in EDOO sorte
'Leccino' pred segrevanjem so se precej razlikovale (slika 44). Vzorec 'Istrske belice' je
vseboval pretezno sekoiridoidne biofenole z zacetka razgradne poti, v vzorcu 'Leccino' pa
sta prevladovala DMO-Agl-dA in DML-Agl-dA. Vsebnost kon¢nih biofenolnih produktov



81
Bester E. Oksidacijska stabilnost ekstra deviskih olj¢nih olj Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2007

razgradne verige, tirosola in hidroksitirosola, je bila v obeh vzorcih EDOO pred
segrevanjem majhna.

[ Tstrska belica' ] 20(())-Ag1

L-Agl. O-Agl-dA

L-Agl-dA .

/ DMO-Agl-dA

7 (DMO-Agl-dA)ox

DML-Agl-dA /

pred segrevanjem
(DML-Agl-dA)ox TyrOH

segrevanje: 8 h, 100 °C

—segrevanje: 8 h, 180 °C

Tyr

Slika 45:  Vsebnost sekoiridoidnih biofenolov (mg/kg) v vzorcih ekstra deviSkega oljénega olja sorte
'Istrska belica' pred segrevanjem ter po osmih urah segrevanja pri 100 °C in pri 180 °C

Figure 45: Secoiridoid biophenols composition (mg/kg) in extra virgin olive oil samples of cv. Istrska

belica before heating and after eight hours of heating at 100 °C and at 180 °C

Slika 45 prikazuje vsebnosti sekoiridoidnih biofenolov v vzorcu EDOO sorte 'Istrska
belica' pred zacetkom segrevanja ter po osmih urah segrevanja pri 100 °C in pri 180 °C.
Obliki grafov za vzorec pred segrevanjem in po segrevanju pri 100 °C sta zelo podobni, le
vsebnosti posameznih biofenolov so se med segrevanjem zmanjSale. Povsem drugacne pa
so bile vsebnosti sekoiridoidnih biofenolov v vzorcu po segrevanju pri 180 °C, saj sta se
moc¢no povecala pika za DMO-Agl-dA in DML-Agl-dA, vsakega izmed ostalih
sekoiridoidov pa je vzorcu manj kot 6 mg/kg.
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Slika 46:  Vsebnost sekoiridoidnih biofenolov (mg/kg) v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja sorte
'Leccino' pred segrevanjem ter po osmih urah segrevanja pri 100 °C in pri 180 °C

Figure 46: Secoiridoid biophenols composition (mg/kg) in extra virgin olive oil samples of cv. Leccino
before heating and after eight hours of heating at 100 °C and at 180 °C

Slika 46 prikazuje vsebnosti sekoiridoidnih biofenolov v vzorcu EDOO sorte 'Leccino'
pred zacetkom segrevanja ter po osmih urah segrevanja pri 100 °C in pri 180 °C. Vsi trije
vzorci so vsebovali najve¢ DMO-Agl-dA, DML-Agl-dA je bilo priblizno trikrat manj,
vsebnosti vsakega izmed ostalih sekoiridoidov pa so bile Se precej manjse.

Vsebnost skupnih biofenolov je prikazana na sliki 47. Ugotavljamo, da se je vsebnost
skupnih biofenolov dolo¢enih z metodo FC v vzorcu EDOO sorte 'Istrska belica' v prvih
Sestih urah segrevanja pri 100 °C le malo, a statisticno znacilno, spremenila, bolj pa se je
zmanjSala v naslednjih dveh urah segrevanja. Bolj izrazito je bilo zmanjSevanje med
segrevanjem pri 180 °C. V vzorcu EDOO sorte 'Leccino' se je vsebnost skupnih biofenolov
med segrevanjem pri 100 °C vas ¢as rahlo zmanjSevala, a so spremembe postale statisticno
znacilne Sele po Stirih urah segrevanja. Tudi med segrevanjem pri 180 °C se je vsebnost
skupnih biofenolov v vzorcu 'Leccina’ zmanj$ala manj kot v vzorcu 'Istrske belice'.
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Vsebnost skupnih biofenolov, dolo¢enih z metodo FC, je lahko manjsa ali vecja od vsote s
HPLC dolocenih biofenolov. Korelacija med metodama ni bila tesna (korelacijski

koeficient je bil 0,53).
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Slika 47:  Vsebnost skupnih biofenolov v vzorcih ekstra deviskega oljénega olja sorte 'Istrska belica' in
'Leccino', v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja. (FC: metoda FC; HPLC: metoda
HPLC)

Figure 47: Spectrophotometrically (FC) and chromatographically (HPLC) determined total biophenols in
extra virgin olive oil samples of cv. Istrska belica and cv. Leccino as a function of heating time

and temperature.
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Slika 48:  Antioksidacijska ucinkovitost vzorcev ekstra deviskega olj¢nega olja sorte 'Istrska belica' in
'Leccino' v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja (IB: ekstra devisko olj¢no olje sorte
'Istrska belica'; L: ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Leccino')

Figure 48: Antioxidant activity of extra virgin olive oil samples of cv. Istrska belica and cv. Leccino as a
function of heating time and temperature (IB: cv. Istrska belica; L: cv. Leccino)

Odvisnost antioksidacijske uc¢inkovitosti od Casa in temperature segrevanja je podana na
sliki 48. Isy je izracunana kot koli¢ina olja, ki zmanjSa zacetno koli¢ino radikala DPPH na
polovico. Bolj nazoren pa je prikaz ARP, to je 1/Iso. ARP se je med segrevanjem vzorcev
zmanjSevala, izjema je prvh Sest ur segrevanja vzorca 'Leccina’ pri 100 °C, ko je ARP celo
rahlo narascala. Med segrevanjem pri 180 °C se je ARP zmanjSevala hitreje kot pri 100 °C.
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4.4 SPREMEMBE PROUCEVANIH PARAMETROV V EKSTRA DEVISKEM
OLJCNEM OLJU IN SONCNICNEM OLJU PO STOURNEM SEGREVANJU PRI
180 °C

Dva vzorca EDOO (povprecna vzorca sorte 'Istrska belica' in 'Leccino') ter vzorec
sonc¢ni¢nega olja smo segrevali sto ur pri temperaturi 180 °C. V tem poglavju so podani
rezultati analiz vzorcev pred segrevanjem in vzorcev po segrevanju. Preglednica z vsemi
rezultati je podana v Prilogi DI.

4.4.1 Rezultati ugotavljanja stopnje oksidiranosti ekstra deviSkega oljénega olja in
soncni¢nega olja pred segrevanjem in po stournem segrevanju pri 180 °C

Vrednosti parametrov, ki so pokazatelji stopnje oksidiranosti olja, v vzorcih ekstra
deviskega olj¢nega olja in son¢ni¢nega olja so podane v prilogi D1.
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Slika 49:  Kislost v vzorcih ekstra deviskega oljénega olja in son¢ni¢nega olja pred segrevanjem in po 100
urah segrevanja pri 180 °C

Figure 49: Acidity in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and after heating at 180 °C
for 100 hours

Pred zacetkom segrevanja je imel najvecjo kislost vzorec son¢ni¢nega olja (0,18 ut. %),
najmanjSo pa vzorec EDOO sorte 'Leccino' (0,095 ut. %). Po stotih urah segrevanja pri
180 °C se je kislost v vseh vzorcih povecala, najmanj v vzorcu 'Istrske belice', najbolj pa v
son¢ni¢nem olju (slika 49).
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Slika 50:  Peroksidno Stevilo v vzorcih ekstra deviSkega olj¢nega olja in soncni¢nega olja pred
segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 50: Peroxide value in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and after heating at
180 °C for 100 hours

Pred segrevanjem je bilo peroksidno Stevilo najmanjSe v vzorcu EDOO sorte 'Istrska
belica' (2,0 mmol Oy/kg), najecje pa v son¢ninem olju (3,4 mmol Oy/kg). Med
segrevanjem se je peroksidno Stevilo v vseh vzorcih zmanjsalo na vrednosti pod 1 mmol
O,/kg (Slika 50).
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Slika 51:  p-anisidinsko Stevilo v vzorcih ekstra deviSkega oljcnega olja in son¢ni¢nega olja pred
segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 51: p-anisidine value in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and after heating
at 180 °C for 100 hours
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Slika 51 prikazuje vrednosti p-anisidinskega Stevila v vzorcih pred segrevanjem in po
njem. Pred segrevanjem je bilo p-anisidinsko Stevilo najmansje v soncni¢nem olju
(5,1 meq/kg), najvecje pa v vzorcu EDOO sorte 'Istrska belica' (14,3 meq/kg). Med
segrevanjem je v obeh olj¢nih oljih doseglo vrednost 37 meqg/kg, v son¢ni¢nem pa je bilo
precej vecje (99 meq/kg).
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Slika 52:  Totoks Stevilo v vzorcih ekstra deviSkega olj¢nega olja in son¢ni¢nega olja pred segrevanjem in
po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 52: Totox value in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and after heating at 180
°C for 100 hours

Pred segrevanjem so bile med vzorci EDOO sorte 'Istrska belica' in sorte 'Leccino' ter
son¢nicnega olja relativno majhne, a statisticno znacilne razlike v totoks Stevilu. Totoks
Stevilo se je v vseh oljih med segrevanjem povecalo (slika 52). Po segrevanju se oba
vzorca olj¢nega olja med sabo nista razlikovala glede na totoks Stevilo (priblizno 40
meq/kg), v vzorcu soncni¢nega olja pa je bilo totoks Stevilo precej vec¢je (101 meq/kg).

Slika 53 prikazuje vrednosti spektrofotometrijskih parametrov Kjs,, K79 in AK v vzorcih
pred segrevanjem in po njem. Vrednosti vseh treh parametrov so bile v obeh olj¢nih oljih
veliko nizje kot v sonc¢ni¢nem olju. V vseh vzorcih so se med segrevanjem moc¢no
povisale.
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Slika 53:  Vrednosti Ks3,, Ky79 in AK v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja in soncni¢nega olja pred
segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 53: Values of K3, K570 and AK in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and
after heating at 180 °C for 100 hours

4.4.2 Rezultati doloevanja mascobnokislinske sestave ekstra deviSkega olj¢nega
olja in soncni¢nega olja pred segrevanjem in po stournem segrevanju pri
180 °C

Preglednica 12 prikazuje mascobnokislinsko sestavo vzorcev EDOO in son¢ni¢nega olja
pred segrevanjem in po njem. V obeh oljénih oljih je bilo pred segrevanjem najvec
oleinske kisline (78,02 ut. % v vzorcu 'Istrske belice' in 77,80 ut. % v vzorcu 'Leccina’),
sledile so palmitinska, linolna, stearinska in palmitoleinska kislina. V son¢ni¢nem olju pa
je bilo najve¢ linolne kisline (66,94 ut. %), nato so sledile oleinska, palmitinska in
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stearinska kislina. Delezi ostalih kislin so bili v vseh treh obravnavanih vzorcih manjsi od

1 ut. %.

Preglednica 12: Mascobnokislinska sestava v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja in son¢ni¢nega olja
pred segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Table 12: Fatty acid composition in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and
after heating at 180 °C for 100 hours

Mascobna Vzorci olja

Kisli Ekstra devisko olj¢no olje Ekstra devisko olj¢no olje Sonénic T
islina , h ; . on¢ni¢no olje
(ut. %) Istrska belica Leccino
Pred Po Pred Po Pred Po

C6:0 - 0,01 - 0,02 - -
C8:0 - 0,04 - 0,05 - 0,10
C 14:0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,07 0,07
C 16:0 11,20 11,58 12,17 12,65 6,23 6,59
C l6:1 0,97 0,97 1,11 1,11 0,09 0,10
C17:0 0,05 0,06 0,05 0,05 0,04 0,05
Cl17:1 0,10 0,10 0,10 0,10 0,03 0,03
C 18:0 2,97 3,07 2,15 2,23 3,44 3,64
C 18:1 78,02 77,87 77,80 77,76 21,05 21,96
C18:2 5,10 4,30 5,11 4,18 66,94 64,78
C18:3 0,51 0,33 0,62 0,37 0,09 0,08
C 20:0 0,51 0,53 0,38 0,40 0,23 0,25
C20:1 0,32 0,36 0,32 0,35 0,16 0,15
C22:0 0,16 0,17 0,12 0,12 0,68 0,72
C24:0 0,08 0,09 0,06 0,06 0,25 0,13

druge mk - 0,52 - 0,54 0,69 1,35

Pred: pred segrevanjem; Po: po segrevanju; mk: mas¢obne kisline.
Pred: before heating; Po: after heating; mk: fatty acids.

Prva razlika, ki jo opazimo glede mascobnokislinske sestave v vzorcih po stournem
segrevanju pri 180 °C, je pojav mascobnih kislin, ki jih v vzorcih pred segrevanjem ni bilo.
V vseh treh vzorcih smo namre¢ po segrevanju dolocili prisotnost kaprilne kisline (C 8:0),
v vzorcih obeh olj¢nih olj pa tudi kapronske kisline (C 6:0). Poleg tega smo v
kromatogramih olj po segrevanju opazili tudi vrhove za mascobne kisline, ki jih nismo
identificirali, njihova vsota pa je podana kot 'druge mascobne kisline'. Izmed kislin, ki so
bile prisotne v vzorcih ze pred segrevanjem, se je najbolj zmanjsal delez linolenske kisline,
v son¢ni¢nem olju pa tudi delez lignocerinske kisline (C 24:0). V vseh treh vzorcih se je
statisticno znacilno zmanjsal tudi delez linolne kisline. Statisticno znacilno so se povecali
delezi nenasi¢enih maScobnih kislin: palmitinske, stearinske, arasidove (C 20:0) in
behenske kisline (C 22:0). Spremembe mascobnokislinske sestave obravnavanih vzorcev
med stournim segrevanjem pri 180 °C prikazuje slika 54.
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Slika 54: Razmerje med vsebnostjo posameznih mascobnih kislin v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega
olja in soncnicnega olja pred segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C (MKpo: ut. %
mascobne kisline po segrevanju; MKpregp — ut. % mascobne kisline pred segrevanjem; m.k.:
mascobne kisline)

Figure 54: Relationship between the content of individual fatty acids in samples of extra virgin olive oil
and sunflower oil before and after heating at 180 °C for 100 hours. (MKpo: % of fatty acid after
thermal treatment; MKpgrep - % of fatty acid before thermal treatment; druge m.k.: other fatty
acids)

4.4.3 Rezultati dolocevanja vsebnosti antioksidantov in antioksidacijske
ucinkovitosti v ekstra deviSkem oljénem olju in son¢ni¢nem olju pred
segrevanjem in po stournem segrevanju pri 180 °C

Rezultati doloCevanja vsebnosti antioksidantov in antioksidacijske ucinkovitosti v vzorcih
EDOO in son¢ni¢nega olja pred segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C so
podani v Prilogi D1.

Vsebnost a-tokoferola je bila pred segrevanjem najvecja v son¢ni¢nem olju, najmanjsa pa
v vzorcu 'Istrske belice'. Med segrevanjem se je v vseh vzorcih zmanjsala.
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Slika 55:  Vsebnosti o-tokoferola v vzorcih ekstra deviskega oljcnega olja in sonc¢ni¢nega olja pred
segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 55: o-tocopherol in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and after heating at
180 °C for 100 hours

Vzorec EDOO sorte 'Istrska belica' je pred segrevanjem vseboval ve¢ pigmentov, tako
klorofilnih kot karotenoidov, kot vzorec EDOO sorte 'Leccino'. V obeh vzorcih je bila
vsebnost klorofilnih pigmentov vecja od vsebnosti karotenoidov (slika 56).

Z metodo po Minguez-Mosqueri smo dolocili manjSo vsebnost klorofilnih pigmentov kot z
metodo po Pokornyju. Korelacija med metodama je bila zelo tesna, korelacijski koeficient
je bil 0,99.

Med segrevanjem vzorcev EDOO se je vsebnost pigmentov zmanjsala. Vsebnost
klorofilnih pigmentov, dolo¢enih z metodo po Minguez-Mosqueri, v vzorcu 'Istrske belice'
je bila po kon¢anem segrevanju enaka vsebnosti karotenoidov (1,2 mg/kg). Z metodo po
Pokornyju pa smo dolo€ili nekoliko vecjo vsebnost klorofilnih pigmentov (1,7 mg/kg). V
vzorcu 'Leccina' smo z obema metodama dolocili enako vsebnost klorofilnih pigmentov
(0,8 oziroma 0,9 mg/kg), vsebnost karotenoidov pa je bila vecja (1,6 mg/kg).
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Slika 56:  Vsebnosti klorofilnih pigmentov in karotenoidov v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja sorte
'Istrska belica' in 'Leccino' pred segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 56: Chlorophyllic pigments and carotenoids in extra virgin olive oil samples of cv. Istrska belica
and cv. Leccino before and after heating at 180 °C for 100 hours
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Slika 57:  Vsebnost sekoiridoidnih biofenolov (mg/kg) v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja sorte
'Istrska belica' in 'Leccino' pred stournim segrevanjem

Figure 57: Secoiridoid biophenols composition (mg/kg) in extra virgin olive oil samples of cv. Istrska
belica and cv. Leccino before heating for 100 hours

Slika 57 prikazuje sestavo sekoiridoidnih biofenolov v obeh vzorcih EDOO pred
segrevanjem. Vsebnost posameznih biofenolov je bila vec¢ja v vzorcu 'Istrske belice' kot v
vzorcu 'Leccina'. V vzorcu 'Istrske belice' sta med derivati olevropeina prevladovala O-Agl
in DMO-Agl-dA, ostalih derivatov olevropeina pa je bilo v olju 10 mg/kg ali celo man;.
Razlike v vsebnostih derivatov ligstrozida v vzorcu 'Istrske belice' so bile manjse; v olju je
bilo najve¢ L-Agl-dA, sledila pa sta DML-Agl-dA in L-Agl. V vzorcu 'Leccina’ pa je bilo
izmed derivatov olevropeina dale¢ najve¢ DMO-Agl-dA, vseh ostalih derivatov
olevropeina je bilo pod 8 mg/kg.

Slika 58 prikazuje primerjavo vsebnosti sekoiridoidnih biofenolov v obeh vzorcih oljénega
olja pred stournim segrevanjem pri 180 °C in po njem. Vsebnosti posameznih biofenolov
so se mo¢no zmanjsale, zlasti to velja za derivate olevropeina, saj so bile vse njihove
vsebnosti v vzorcih po segrevanju pod 2 mg/kg. V vzorcu 'Istrske belice' je bilo po
segrevanju najve¢ DML-Agl-dA (24,4 mg/kg), v vzorcu 'Leccina’ pa je bila poleg te
spojine (8,1mg/kg) tudi le malo manjs$a vsebnost njene oksidirane oblike (DML-Agl-dA)ox
(7,1 mg/kg).
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Slika 58:  Vsebnost sekoiridoidnih biofenolov (mg/kg) v vzorcih ekstra deviSkega oljénega olja sorte
'Istrska belica' in 'Leccino’ pred segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 58: Secoiridoid biophenols composition (mg/kg) in extra virgin olive oil samples of cv. Istrska
belica and cv. Leccino before and after heating for 100 hours at 180 °C

V obeh vzorcih oljénega olja sta med segrevanjem nastali dve novi neidentificirani spojini,
ki ju v kromatogramu vidimo kot pika z retencijskima ¢asoma okrog 42,5 minut in okrog
43,4 minute.
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Slika 59:  Skupni biofenoli, doloc¢eni z metodo FC in z metodo HPLC, v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega
olja sorte 'Istrska belica' in 'Leccino' pred segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 59: Total biophenols (determined with FC method and HPLC method) in extra virgin olive oil
samples of cv. Istrska belica and cv. Leccino before heating and after heating at 180 °C for 100
hours

Slika 59 prikazuje primerjavo vsebnosti skupnih biofenolov v obeh vzorcih olj¢nega olja
pred stournim segrevanjem pri 180 °C in po njem. Prikazani so rezultati doloCitve
vsebnosti skupnih biofenolov z metodo FC, pa tudi vsote vseh biofenolov, dolo¢enih s
HPLC. Vzorec 'Istrske belice' je vseboval ve¢ biofenolov kot vzrec 'Leccina’, tako pred
segrevanjem kot po njem. Vsebnost biofenolov se je v obeh vzorcih med segrevanjem
moc¢no zmanjsala. Vsota s HPLC dolo¢enih biofenolov je bila v vzorcih pred segrevanjem
nekoliko manjSa od skupnih biofenolov, dolo¢enih z metodo FC; v vzorcih po segrevanju
pa smo s HPLC dobili precej visje rezultate kot z metodo FC.

Slika 60 prikazuje antioksidacijsko ucinkovitost obeh vzorcev oljénega olja pred
segrevanjem in po njem. Prikazana sta Iso in ARP. Na sliki je razvidno, da je imel vzorec
'Istrske belice' pred segrevanjem vecjo antioksidacijsko ucinkovitost, izrazeno kot ARP,
kot vzorec 'Leccina’, med segrevanjem pa se je antioksidacijska u¢inkovitost obeh vzorcev
mocno zmanjsala.
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Slika 60:  Antioksidacijska ucinkovitost v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja sorte 'Istrska belica' in
'Leccino' pred segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 60: Antioxidant activity in extra virgin olive oil samples of cv. Istrska belica and cv. Leccino before
heating and after heating at 180 °C for 100 hours

4.4.4 Rezultati dolocevanja oksidacijske stabilnosti ekstra deviSkega oljénega olja in
son¢ni¢nega olja pred segrevanjem in po stournem segrevanju pri 180 °C
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Slika 61:  Oksidacijska stabilnost v vzorcih ekstra deviskega olj¢nega olja in sonc¢ni¢nega olja pred
segrevanjem in po 100 urah segrevanja pri 180 °C

Figure 61: Oxidation stability in samples of extra virgin olive oil and sunflower oil before and after heating
at 180 °C for 100 hours

Oksidacijska stabilnost vzorcev pred stournim segrevanjem pri 180 °C in po njem je

prikazana na sliki 61. V vseh vzorcih se je med segrevanjem oksidacijska stabilnost
statistiCno znacilno zmanjsala.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

V doktorski disertaciji smo proucevali oksidacijsko stabilnost EDOO in v okviru
eksperimentalnega dela spremljali spremembe proucevanih parametrov med skladis¢enjem
in segrevanjem pri razli¢nih pogojih. Razpravo o dobljenih rezultatih, njihovem ujemanju z
obstojeC¢imi podatki iz literature in statisticnih ugotovitvah smo strnili v dva sklopa:
skladiS¢enje in segrevanje.

5.1 VPLIV SKLADISCENJA EKSTRA DEVISKEGA OLJCNEGA OLJA NA
PROUCEVANE PARAMETRE

Namen prvega sklopa raziskave je bil ugotoviti, kako skladis¢enje pri nizkih temperaturah
(-20 °C in 8 °C) vpliva na parametre kakovosti, vsebnost antioksidantov in oksidacijsko
stabilnost oljénega olja. V svetu je bilo doslej narejenih mnogo raziskav o skladis¢enju
olj¢nega olja pri sobni temperaturi ali pri Se vi§jih temperaturah (Gambacorta in sod.,
2004; Gallardo-Guerrero in sod., 2005; Cosio in sod., 2007). Cilj teh raziskav je bil
ugotoviti, kakSne spremembe potekajo v olju pri pogojih skladis¢enja v trgovini ali v
gospodinjstvih. Ugotavljali so na primer razlike med skladi§¢enjem v temi in na svetlobi
ali pa vpliv razli¢ne vrste embalaze ter poskuSali napovedati rok trajanja olja (Kanavouras
in Coutelieris, 2006). Namen naSe raziskave pa je bil spremljati vpliv skladiS¢enja v
zmrzovalniku pri —20 °C in v hladilniku pri 8 °C ter ugotoviti optimalne pogoje za
shranjevanje referen¢nih vzorcev.

Laboratorij za preskusanje olj¢nega olja, v katerem je potekala raziskava, je akreditiran
laboratorij. Akreditacija obsega metode, ki jih navaja Uredba Komisije (EGS) §t. 2568/91
(Uredba Komisije..., 1991), nekatere metode po ISO standardih s podrocja oljénega olja in
metode, ki jih predpisuje Mednarodni svet za oljkarstvo. Za podrocje kontrole kakovosti
olj¢nega olja ni na voljo standardnih referen¢nih vzorcev, zato si z namenom zagotavljanja
zanesljivih in ponovljivih rezultatov preskusov sami pripravljamo referen¢ni vzorec, ki ga
skladis¢imo ve¢ mesecev v zmrzovalniku pri -20 °C. Sledljivost rezultatov zagotavljamo s
pomoc¢jo mednarodnih medlaboratorijskih primerjav. V ta namen isto¢asno analiziramo
vzorec, ki smo ga prejeli za medlaboratorijsko primerjavo, in na$ laboratorijski referen¢ni
vzorec. Z dolocitvijo posameznih parametrov v vzorcu iz medlaboratorijske primerjave
zagotavljamo pravilnost rezultatov, doloCenih v laboratorijskem referencnem vzorcu.
Laboratorijski referen¢ni vzorec uporabljamo kot standardni vzorec pri vsaki seriji
preskusov, ki jo opravljamo za naro¢nike ali v raziskovalne namene.
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Uporaba laboratorijskega referenénega vzorca je smiselna le, ¢e je zagotovljeno, da se
doloCevani parameter v vzorcu ne spreminja pri pogojih skladis¢enja v dovolj dolgem
c¢asovnem obdobju. Namen tega sklopa preskusov je bil ugotoviti, ali se parametri, na
katerih vrednost vpliva stopnja oksidiranosti olja, in parametri, ki vplivajo na potek
oksidacije olja, spremenijo pri skladi§¢enju v temi pri -20 °C in pri 8 °C in kakSen je obseg
teh sprememb v obdobju enega leta.

Ker je sezona pridelovanja olja iz oljk zelo kratka, omejena na meseca november in
december, je nemogoce vse pridobljene vzorce analizirati takoj, ko jih dobimo, zato jih
zamrznemo in analiziramo kasneje. Pri tem je zelo pomembno, da poznamo vpliv
skladiS¢enja na posamezne sestavine oljcnega olja, da ne bi pri raziskavah dobili nerealnih
rezultatov, ki bi bili posledica sprememb vzorca zaradi skladi$¢enja.

V raziskavi smo ugotavljali vpliv skladis¢enja pri -20 °C in pri 8 °C na osnovne kemijske
parametre kakovosti oljénega olja, mascobnokislinsko sestavo, vsebnost antioksidantov in
oksidacijsko stabilnost oljénega olja.

V raziskavo vkljuceni vzorci EDOO so imeli na zafetku raziskave (svezi vzorci) zelo
majhno kislost, povprecna kislost (0,14 ut. %) je bila precej manjSa od vrednosti
0,80 ut. %, ki jo za EDOO dovoljuje Uredba Komisije (EGS) st. 2568 (Uredba Komisije...,
1991). Med skladiscenjem se je kislost sicer nekoliko povecala (v vzorcih 'Istrske belice in
v vzorcih 'Leccina' za 0,1 ut. % pri -20 °C in za 0,2 ut. % pri 8 °C), vendar so bile razlike
statisti¢no znacilne le pri vzorcih sorte 'Leccino', skladis¢enih v hladilniku pri 8 °C. Tudi
po konc¢anem poskusu je bila kislost v vseh vzorcih EDOO S§e vedno precej pod mejno
vrednostjo. Gutiérrez in Fernandez (2002) sta vzorce grskega sortnega olj¢nega olja pol
leta skladis¢ila v temi pri 2 °C. V tem cCasu se kislost vzorcev ni spremenila. Gambacorta
in sod. (2004) so porocali, da se tudi pri sobni temperaturi kislost v roku enega leta ni
spremenila. Gallardo-Guerrero in sod. (2005) pa so med enoletnim skladis¢enjem v temi
pri 15 °C ugotovili, da se je kislost v nekaterih vzorcih statistiéno znacilno povecala, v
drugih pa ne.

Pri vzorcih EDOO, skladis¢enih v hladilniku pri 8 °C, se je peroksidno Stevilo s povprecne
vrednosti 2,4 mmol Oy/kg v vzorcih 'Istrske belice' oziroma 2,0 mmol O,/kg v vzorcih
'Leccina' povecalo za priblizno trikrat. Peroksidno Stevilo se je povecalo tudi v vzorcih,
skladis¢enih v zmrzovalniku pri -20 °C, vendar so bile razlike statisticno znacilne le v
vzorcih sorte 'Leccino', v vzorcih sorte 'Istrska belica' pa ne. Gutiérrez in Fernandez (2002)
navajata, da se je peroksidno Stevilo v vzorcih olj¢nega olja, skladis¢enega v temi pri 2 °C,
v prvih 21 dneh podvojilo, nato pa Sest mesecev ostalo konstantno.
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Glede na rezultate doloCevanja peroksidnega Stevila v obravnavanih vzorcih EDOO
ugotavljamo, da skladiS¢enje laboratorijskega referentnega vzorca pri 8 °C torej ni
primerno, vprasljivo je tudi skladiS¢enje pri —20 °C. Menimo, da bi bilo potrebno
spremljati peroksidno Stevilo tudi v krajSih Casovnih intervalih in dolo¢iti maksimalni Cas
hranjenja olja, ki Se zagotavlja, da se peroksidno Stevilo ne spremeni. V Laboratoriju za
preskuSanje olj¢nega olja uporabimo za referen¢ni vzorec vedno kakovostno ekstra devisko
olj¢no olje, ki je v ¢asu priprave minimalno oksidirano, ker predvidevamo, da se bo tak§no
olje pocasneje oksidiralo in se bodo vrednosti posameznih parametrov v njem pocasneje
spremlnjale. Poleg tega veckrat letno sodelujemo v medlaboratorijskih primerjavah in
socasno vedno kontoliramo tudi laboratorijski referenc¢ni vzorec ter tako zagotavljamo
njegovo primernost za nadaljnjo uporabo.

V Uredbi Komisije... (1991) je za ugotavljanje kakovosti EDOO predpisana tudi
spektrofotometrijska preiskava v UV. Povpre¢ni vrednosti K3, v svezih vzorcih' Leccina'
(1,622) in 'Istrske belice' (1,669) sta bili praktiéno enaki. Vrednost Ky;» se med
skladisc¢enjem pri —20 °C ni statisticno znacilno spremenila, medtem ko se je v vzorcih,
skladiS¢enih pri 8 °C, statisticno znacilno poviSala. V vseh vzorcih je bila tudi po
skladiS¢enju vrednost K»3, precej niZzja od mejne vrednosti za ekstra devisko oljéno olje
(2,2), saj je bila najvisja izmerjena vrednost po skladis¢enju pri 8 °C 0,205. Tudi povprecni
vrednosti Ky79 se v svezih vzorcih' Leccina' (0,120) in 'Istrske belice' (0,133) nista
statistiéno znacilno razlikovali. Vrednost Kj7 se je med skladis¢enjem rahlo povecala, a
statisticno neznacilno. Gutiérrez in Fernandez (2002) navajata, da se vrednosti Kj3, in K79
med polletnim skladiS¢enjem v temi pri 2 °C nista bistveno spremenili. Gambacorta in sod.
(2004) so ugotavljali vpliv enoletnega skladiscenja oljénega olja v razli¢ni embalazi pri
sobni temperaturi. Ugotovili so, da se je vrednost K,3; med skladis¢enjem povecala le v
vzorcih v PET (polietlen tereftalat) embalazi, v vzorcih v steklenicah pa ne, vrednost Kj7o
pa je narasla tako v vzorcih v stekleni kot v PET embalazi.

Pomemben parameter pri spremljanju vplivov skladis¢enja na kakovost EDOO je
mascobnokislinska sestava. Primerjava mascobnokislinske sestave v vzorcih 'Istrske belice'
in vzorcih 'Leccina' kaze, da so olja iz 'Leccina' vsebovala ve¢ vecCkrat nenasicenih
mascobnih kislin in manj enkrat nenasi¢enih ter nasi¢enih mascobnih kislin. Ker hitrost
oksidacije naraSca s Stevilom dvojnih vezi v molekuli mas€¢obne kisline (Guillén in Ruiz,
2006), na rok trajanja referencnega vzorca vpliva tudi mascobnokislinska sestava, ki je
nekoliko ugodnejsa v oljih sorte 'Istrska belica' kot v oljih sorte 'Leccino'. Delezi vseh
mascobnih kislin so ostali med skladis¢enjem nespremenjeni ne glede na temperaturo. Tudi
Gutiérrez in Fernandez (2002) sta porocala, da se mascobnokislinska sestava vzorcev
olj¢nega olja ni spremenila, Ceprav so vzorce skladiscili Sest mesecev na osvetljenih
policah pri 30 °C. Opazili so le zmanjSanje deleZev linolne in linolenske kisline, ki pa ni
bilo statisti¢no znacilno.
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Pomembna sestavina oljcnega olja je a-tokoferol. Njegova vsebnost je med drugim
pogojena tudi s sorto. Rezultati naSe raziskave so pokazali, da so olja iz sorte 'Istrska
belica' vsebovala manj a-tokoferola (v povpre¢ju 117 mg/kg) kot olja iz 'Leccina'
(povprecno 335 mg/kg), kar je v skladu s predhodnimi ugotovitvami (Butinar in Bucar-
Miklav¢i€, 2000). Tudi Paz Aguilera in sod. (2005) so v oljih sorte 'Leccino, pridelanih v
Andaluziji, dolo¢ili vsebnosti a-tokoferola priblizno 300 mg/kg. V oljih obeh
obravnavanih sort se vsebnost a-tokoferola ni statisticno znacilno spremenila niti med
skladis¢enjem pri -20 °C niti pri 8 °C. Tudi Gutiérrez in Fernandez (2002) sta porocala, da
se vsebnost a-tokoferola med Sestmesecnim skladi§¢enjem pri 2 °C ni spremenila.

Uredba Komisije... (1991) sicer ne predpisuje doloCevanja biofenolov. Ker pa raziskave
zadnjih let kazejo, da so biofenoli antioksidanti, ki bistveno prispevajo k oksidacijski
obstojnosti olj¢nega olja, smo v raziskavo vkljudili tudi dolo¢evanje vsebnosti biofenolov
in biofenolne sestave. Poleg tega je za ekstra devisko olj¢no olje Slovenske Istre z
zaSCiteno oznacbo porekla (Bucar-MiklavEi¢ in sod., 2003) med drugimi parametri
predpisana tudi minimalna vsebnost skupnih biofenolov (100 mg/kg), ta parameter pa je
predpisan tudi za vecino drugih ekstra deviskih oljénih olj z zasCiteno oznacbo porekla v
svetu.

Podatkov o vplivu skladi$¢enja oljcnega olja pri nizkih temperaturah na biofenole ni dosti,
zato smo se odlocili v poskus vkljuciti tudi te parametre. Rezultati nase raziskave so
pokazali, da so svezi vzorci vsebovali relativno precej biofenolov z zacetka razgradne poti
ligstrozida in olevropeina ter malo kon¢nih fenolnih produktov razgradnje (8,5 mg/kg
hidroksitirosola in 11,7 mg/kg tirosola). Taka biofenolna sestava je znacilna za kakovostna
sveza olja, ki Se niso bila izpostavljena dolgotrajnim in/ali intenzivnim zunanjim vplivom,
ki pospeSujejo oksidacijo. Med skladiS€enjem so kljub nizki temperaturi ter odsotnosti
svetlobe in zraka potekale kemijske pretvorbe biofenolov. V skladu s pri¢akovanji je bila
hitrost pretvorb pri -20 °C minimalna, nekoliko intenzivneje pa so pretvorbe potekale pri
8 °C. Vsebnosti hidroksitirosola in tirosola so ostale majhne in se niso bistveno
spreminjale. Vsebnost lignanov je v vzorcih 'Leccina' ostala nespremenjena, v vzorcih
'Istrske belice' pa se je zmanjSala med skladiS¢enjem pri 8 °C. Enako velja za flavonoida
luteolin in apigenin. Vsota vseh s HPLC dolocenih biofenolov se je v vzorcih 'Istrske
belice', skladis¢enih v hladilniku pri 8 °C, zmanj$ala, v vseh ostalih vzorcih pa zmanjsanje
ni bilo statisticno znacilno. Za olja, v katerih nameravamo doloc¢evati biofenole, vendar
dolo¢evanja ne moremo opraviti v svezih vzorcih, so primerni pogoji skladiS¢enja pri
-20 °C. Vendar pa je priporocljivo analize opraviti ¢imprej, saj kljub pogojem, ki ne
pospesujejo oksidacije olja, poteka pocasna razgradnja biofenolov, kar povzroci
spremembo razmerja med posameznimi spojinami.
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Vsebnost biofenolov, dolo¢enih z metodo FC, se je med skladis¢enjem v hladilniku pri 8 C
zmanjSala, v vzorcih 'Leccina’ pa se je zmanjSala tudi med skladi§¢enjem v zmrzovalniku
pri -20 °C. V posameznem vzorcu je lahko vsota biofenolov, dolo¢enih s HPLC, vecja ali
manjSa od vsebnosti skupnih biofenolov, dolocenih z metodo FC. Razlike so posledica
principa posamezne metode. Pri dolo€itvi z metodo FC merimo absorbanco spojin, ki
nastanejo pri reakciji med reagentom Folin-Ciocalteu in biofenoli, rezultat pa podajamo v
miligramih kavne kisline na kilogram olja. Pri tem pa zanemarjamo dejstvo, da je potek
reakcije odvisen od S$tevila hidroksilnih skupin v molekuli biofenola in da imajo nastale
spojine razlicne ekstinkcijske koeficiente, poleg tega pa so razlicne tudi molske mase
biofenolov. Ustrezneje bi bilo torej podajati molarne koncentracije namesto masnih. Pri
doloc¢evanju biofenolov s HPLC vecino sekoiridoidnih biofenolov kvantificiramo z
uporabo umeritvene krivulje za tirosol (Cortesi in sod., 2002), poleg tega pa tudi pri tej
metodi ne upostevamo razli¢nih molskih mas teh spojin. Primerjava vsebnosti biofenolov,
doloc¢enih z dvema razli¢nima metodama, torej ni umestna. Korelacija rezultatov, dobljenih
z omenjenima metodama, je bila Sibka, korelacijski koeficient je znasal le 0,61.

Za ugotavljanje oksidacijske stabilnosti so uporabne razlicne metode, za oljcna olja pa se
najve¢ uporablja metoda Rancimat, ki omogoc¢a avtomatizirano dolo¢evanje oksidacijske
stabilnosti, metoda pa je tudi statisticno ovrednotena (Gutiérrez-Rosales, 1989). Povprecen
indukecijski ¢as v svezih vzorcih EDOO sorte 'Istrska belica' (114 ur) je bil daljsi kot v
vzorcih sorte 'Leccino' (78 ur). Menimo, da je to posledica mascobnokislinske sestave in
vsebnosti antioksidantov. Indukcijski Cas se je med skladis¢enjem pri 8 °C v vzorcih
'Istrske belice' statisticno znacilno skrajSal, v vzorcih 'Leccina’ pa skrajSanje ni bilo
statisti¢no znacilno.

Iskanje zveze med proucevanimi parametri in oksidacijsko stabilnostjo je pokazalo, da
peroksidno Stevilo in spektrofotometrijski parametri niso korelirali z oksidacijsko
stabilnostjo. Korelacijski koeficient med vsebnostjo nasi¢ene stearinske kisline in
oksidacijsko stabilnostjo je bil 0,92.

Fenolne spojine verjetno bolje §¢itijo olj¢no olje pred oksidacijo kot a-tokoferol (Rastrelli
in sod, 2002). Baldioli in sod. (1996) so pokazali, da oksidacijska stabilnost deviskega
oljcnega olja korelira predvsem z vsebnostjo biofenolov, zlasti sekoiridoidnih biofenolov,
ki so derivati hidroksitirosola. Razliéne komponente olj¢nega olja lahko delujejo
sinergijsko ali antagonisti¢no (Mateos in sod., 2005). Tudi v nasem poskusu smo ugotovili
pozitivno korelacijo med vsebnostjo posameznih biofenolov in oksidacijsko stabilnostjo,
najmocneje so z oksidacijsko stabilnostjo korelirale vsebnosti O-Agl-dA, L-Agl-dA, O-Agl
in olevropeina, torej vsebnosti spojin z zacetka razgradne poti sekoiridoidnih biofenolov.
Zanimiva pa je bila ugotovitev, da je bila korelacija med vsebnostjo a-tokoferola in
oksidacijsko stabilnostjo negativna. To opazanje nas lahko zavede k =zakljucku, da
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a-tokoferol negativno vpliva na oksidacijsko stabilnost, vendar pa lahko s podrobnejSim
pregledom sestave obravnavanih sort EDOO opazanje pojasnimo tudi drugace. Vzorci
'Istrske belice' vsebujejo v primerjavi z vzorci 'Leccina’ manj a-tokoferola, vendar pa vec
biofenolov, pa tudi manj veckrat nenasicenih mascobnih kislin. Mozno je, da je vpliv
biofenolov in mascobnokislinske sestave na oksidacijsko stabilnost mocnjesi od vpliva
a-tokoferola. Oksidacijska stabilnost torej ni odvisna od enega samega parametra, ampak
nanjo vplivajo tako sestava substrata za oksidacijo kot tudi sestava antioksidantov in
prooksidantov.

52 VPLIV SEGREVANJA EKSTRA DEVISKEGA OLJCNEGA OLJA IN
SONCNICNEGA OLJA NA PROUCEVANE PARAMETRE

Spremembe v masc¢obah med segrevanjem ali cvrenjem so predmet Stevilnih raziskav. Vse
kemijske spremembe pri poviSani temperaturi so posledica oksidacije, hidrolize,
polimerizacije, izomerizacije in ciklizacije (Quiles in sod., 2002; Valavanidis in sod.,
2004). Te reakcije ne vplivajo le na senzori¢ne in prehranske znacilnosti, pa¢ pa tudi na
varnost uporabe mascobe za prehrano. Vse te reakcije lahko pospesuje prisotnost kisika,
vode, sledov kovin in prostih radikalov (Quiles in sod., 2002). Na spremembe v olju
vplivajo stik z zrakom, temperatura in Cas segrevanja, posoda, v kateri poteka segrevanje,
delez nenasiCenih mascobnih kislin v mascobi ter prisotnost antioksidantov in
prooksidantov (Andrikopoulos in sod, 2002).

Da bi ugotovili, do kaksnih sprememb pride v EDOO med segrevanjem, smo opravili tri
poskuse, v katerith smo olja segrevali in spremljali spremembe nekaterih parametrov.
Najmanj sprememb, povezanih z oksidacijo, smo zasledili med osemurnim segrevanjem
pri 100 °C in 180 °C, vecje spremembe so bile pri stournem segrevanju pri 180 °C,
najizrazitejSe pa so bile spremembe pri segrevanju v aparaturi Rancimat pri 100 °C in
pretoku zraka 10 L/h. Poleg vzorcev EDOO smo v dva poskusa za primerjavo vkljucili tudi
soncnicno olje.

Spremembe merjenih parametrov so bile najizrazitejSe v son¢ni¢nem olju, med vzorci
olj¢nega olja pa so bile spremembe vecje v vzorcih 'Leccina' kot v vzorcih 'Istrske belice'.
Razlike med obema sortama olj¢nega olja so bile zlasti o€itne pri segrevanju v Rancimatu.
Segrevanje v Rancimatu je trajalo 142 ur, dokler ni bil doseZzen indukcijski ¢as treh
najstabilnejSih vzorcev olj¢nega olja. To so bili trije vzorci 'Istrske belice', ki so imeli
priblizno enak indukecijski Cas, Cetrti vzorec 'Istrske belice' je bil segrevan Se 19 ur po
dosezenem indukcijskem casu, vzorci 'Leccina' pa kar 26 do 38 ur po dosezenem
indukcijskem casu.
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5.2.1 Vpliv segrevanja na Kislost ekstra deviSkega oljénega olja in son¢ni¢nega olja

Kislost olja je posledica vsebnosti prostih masc¢obnih kislin. Pri oksidaciji mascob pa poleg
drugih spojin nastajajo tudi karboksilne kisline s krajSimi verigami, ki prav tako
povecujejo kislost mascobe. Nastanek teh kislin je tudi osnova za merjenje oksidacijske
stabilnosti, saj hlapne kisline, ki nastanejo pri oksidaciji olja v Rancimatu, vodimo v
destilirano vodo, v kateri se raztopijo in tako povecajo njeno elektri¢no prevodnost, kar je
osnova za dolocitev indukcijskega Casa.

V vseh treh sklopih segrevanja smo ugotovili, da je bila kislost pred segrevanjem v vzorcih
'Leccina’ (od 0,06 do 0,10 ut. %) statisticno znacilno niZja kot v vzorcih 'Istrske belice' (od
0,11 do 0,15 ut. %), vendar so bile vrednosti tudi v oljih Istrske belice zelo nizke — mnogo
nizje od najvisje dovoljene vrednosti za EDOO (0,8 ut. %). Nekoliko ve¢jo kislost pred
segrevanjem pa sta imela oba vzorca son¢nicnega olja (0,18 ut. %).

Do majhnih, a statisticno znacilnih sprememb v kislosti je priSlo ze v prvih nekaj urah
segrevanja pri 100 °C, v son¢ni¢nem olju ze po dveh urah, v vzorcu 'Leccina’ po Stirih urah
in v vzorcu 'Istrske belice' po osmih urah segrevanja. Med segrevanjem pri 180 °C je v
vseh vzorcih do statisticno pomembnih razlik priS§lo Zze v prvih dveh urah. Danowska-
Oziewicz in Krapinska-Tymoszczyk (2005) sta porocali, da se je po dveh urah segrevanja
pri 180 °C kislost statisti¢no znacilno povecala tudi v ogr§¢i¢nem in sojinem olju ter v
masti za cvrenje, medtem ko Albi in sod. (1997) med dveurnim segrevanjem 20 mL
deviskega olj¢nega olja pri 180 °C v peci niso opazili sprememb v kislosti vzorcev.

Niti po 100 urah segrevanja pri 180 °C kislost v vzorcu EDOO sorte 'Istrska belica' (0,48
ut. %) ni presegla najvi§je dovoljene vrednosti za ekstra devisko olj¢no olje (0,8 ut. %),
rahlo pa jo je presegla v vzorcu 'Leccina' (0,82). Se bolj se je kislost povedala v
son¢ni¢nem olju (na 1,32 ut. %). Pri segrevanju v Rancimatu so bile razlike med obema
sortama olj¢nega olja vecje, saj se je povprecna kislost v vzorcih 'Istrske belice' povecala
na 0,20 ut. %, v vzorcih 'Leccina’' pa na 1,94 ut. % in tako skoraj dosegla najvisjo
dovoljeno vrednost za deviSka olj¢na olja (2,0 ut. %).
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5.2.2 Vpliv segrevanja na peroksidno, p-anisidinsko in totoks Stevilo v ekstra
deviSkem olj¢nem olju in son¢ni¢nem olju

Pred segrevanjem so imeli vzorci 'Istrske belice' v vseh treh poskusih nizje peroksidno
Stevilo kot vzorci 'Leccina’.

p-anisidinsko in totoks Stevilo smo dolocali le v vzorcih, ki smo jih segrevali osem ur pri
100 °C in 180 °C, ter v vzorcih, ki smo jih segrevali 100 ur pri 180 °C. V obeh poskusih je
bilo p-anisidinsko Stevilo pred segrevanjem v vzorcih 'Istrske belice' visje kot v vzorcih
'Leccina', najnizje pa je bilo v son¢ni¢nem olju. Tudi totoks Stevilo je bilo pred
segrevanjem najvisje v vzorcih 'Istrske belice'.

Vzorec 'Istrske belice' je imel pred osemurnim segrevanjem peroksidno Stevilo 2,35 mmol
Oy/kg. Statisticno znacilno povecanje peroksidnega Stevila pri segrevanju pri 100 °C smo
dolocili po stirih urah segrevanja, v vzorcu 'Leccina’ (zacetna vrednost 2,82 mmol O,/kg)
in v son¢ni¢nem olju (zacetna vrednost 1,55 mmol O,/kg) pa Ze po dveh urah. Naras¢anje
se je nadaljevalo vseh osem ur, kolikor je trajalo segrevanje. Tudi po koncanem segrevanju
so bile vrednosti preoksidnega Stevila v vseh treh vzorcih Se vedno dokaj nizke (4,21 mmol
O,/kg v vzorcu 'Istrske belice'; 5,32 mmol O,/kg v vzorcu 'Leccina’ in 4,85 v son¢ni¢nem
olju), precej nizje od mejne vrednosti za ekstra devisko olj¢no olje (10 mmol O,/kg).
Vecanje peroksidnega Stevila je bilo najhitrejSe v sonéni¢nem olju, saj se je v njem
povecalo vec¢ kot tri krat. V vzorcu 'Istrske belice' je peroksidno Stevilo naraslo za 79 %, v
vzorcu 'Leccina’ pa za 87 %.

Podobno kot peroksidno Stevilo je bilo tudi p-anisidnsko Stevilo pred segrevanjem najnizje
v son¢ni¢nem olju (7,4 meq/kg), v vzorcu 'Leccina' (12,2 meq/kg) pa nizje kot v vzorcu
'Istrske belice' (15,3 meq/kg). Med segrevanjem pri 100 °C se p-anisidnsko Stevilo v obeh
vzorcih EDOO ni bistveno spremenilo, v son¢ni¢nem olju pa se je rahlo povecalo (do 8,2
meq/kg). Totoks Stevilo se je v vseh vzorcih zmerno povecevalo, v vzorcu 'Istrske belice'
se je povecalo za priblizno 30 %, v vzorcu 'Leccina' za priblizno 41% in v son¢ni¢nem
olju za 104%.

Med osemurnim segrevanjem pri 180 °C se je peroksidno Stevilo v vseh treh vzorcih
zmanjsalo (za 69 % v vzorcu 'Istrske belice'; za 72 % v vzorcu 'Leccina' in za 79 % v
son¢nicnem olju). So€asno se je povecalo p-anisidinsko Stevilo (za 86 % v vzorcu 'Istrske
belice'; za 67 % v vzorcu 'Leccina' in ve¢ kot pet krat v son¢ni¢nem olju). O¢itno je pri tej
temperaturi razpad hidroperoksidov potekal hitreje kot njihov nastanek, medtem ko je pri
bilo pri 100 °C nastajanje hitrejSe od razgradnje. Totoks Stevilo se je v vzorcu 'Istrske
belice' povecevalo prve stiri ure, nato se je ustalilo pri vrednosti okrog 31 meq/kg, v vzorcu
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'Leccina' je ostalo ves Cas priblizno konstantno, medtem ko se je v son¢ni¢nem olju
konstantno povecevalo (povecalo se je skoraj za tri krat na 38,9 meq/kg); povecevanje je
bilo hitrejSe kot pri 100 °C.

Hidroperoksidi so pri 180 °C zelo nestabilni (van Loon in sod., 2006), zato ni
presenetljivo, da se je med stournim segrevanjem pri 180 °C peroksidno Stevilo v vseh treh
vzorcih zmanjsalo. Tudi Albi in sod. (1997) so med dveurnim segrevanjem razli¢nih vrst
olja pri 180 °C opazili zmanjSanje peroksidnega Stevila. Cheikhousman in sod. (2005) so
ugotovili, da se je koli¢ina hidroperoksidov v vzorcih EDOO med triurnim segrevanjem
pri 170 °C eksponentno zmanjSevala v skladu s kinetiko prvega reda.

p-anisidinsko Stevilo se je med stournim segrevanjem pri 180 °C v skladu s pric¢akovanji
mocno povecalo, in sicer najbolj v son¢ni¢nem olju (za 17,6-krat), najmanj pa v vzorcu
'Istrske belice' (za 2,6-krat). V vzorcu 'Leccina’ se je povec€alo za 4,5-krat. Tudi Labrinea
in sod. (2001) so porocali, da se je p-anisidinsko Stevilo med deseturnim segrevanjem pri
150 °C in 180 °C enakomerno povecevalo. Totoks Stevilo se je v vseh vzorcih med
segrevanjem povecalo. Po segrevanju se oba vzorca olj¢nega olja med sabo nista
razlikovala glede na totoks Stevilo (priblizno 40 meq/kg), v vzorcu son¢ni¢nega olja pa je
bilo totoks Stevilo precej vec¢je (101 meq/kg).

Peroksidno Stevilo se je mo¢no povecalo tudi med segrevanjem v Rancimatu. V vseh
vzorcih 'Leccina' smo po segrevanju dolocili vrednosti peroksidnega Stevila preko
300 mmol O,/kg, medtem ko je bila v vzorcih 'Istrske belice' najvisja izmerjena vrednost
32,4 mmol Oy/kg. Nissiotis in Tasioula-Margari (2002) sta opravila podobno Studijo, v
kateri sta v pe¢i 100 ur segrevala olje pri 100 °C. Vrednosti peroksidnega Stevila so se
povisale na 71,25 — 105,91 meq/kg (35,63 — 52,96 mmol O,/kg), kar so podobne vrednosti
kot pri nasih vzorcih 'Istrske belice'. Vrednosti peroksidnega Stevila so se v naSem poskusu
mocno povisale, ¢eprav je bila vsebnost biofenolov Se dokaj velika. Antioksidanti v olju
reagirajo s prostimi radikali in pric¢akovali bi, da bi se peroksidno Stevilo zacelo povecevati
Sele, ko v olju ne bi bilo ve¢ dovolj antioksidantov, ki bi odstranjevali proste radikale. Po
drugi strani pa hidroksiperoksidi nastajajo v verizni reakciji, ki poteka dovolj hitro, da
poteka socasno z odstranjevanjem prostih radikalov (van Loon in sod., 2006).
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5.2.3 Vpliv segrevanja na vrednost parametrov K3, in K7 v ekstra deviSkem
olj¢nem olju in son¢ni¢nem olju

S parametrom Kj3; ocenimo koli¢ino primarnih produktov oksidacije — konjugiranih
dienov, s Kj7 pa koli¢ino primarnih in sekundarnih produktov oksidacije (Maskan in
Bagci, 2003; Koprivnjak, 2006).

Vrednosti obeh spektrofotometrijskih parametrov sta bili v son¢ni¢cnem olju pred
segrevanjem mnogo visji kot v EDOO, kar je znadilno za olja iz semen. Ce v olju, ki je
deklarirano kot EDOO, dolo¢imo vrednosti spektrofotometrijskih parametrov, ki presegajo
meje, navedene v Uredbi Komisije... (1991), lahko sklepamo, bodisi da je olje oksidirano
ali pa mu je primesano rafinirano olje.

V vseh poskusih segrevanja sta se vrednosti K3, in Ky70 najhitreje visali v son¢ni¢nem
olju, iz Cesar sklepamo, da je v tem olju oksidacija potekala hitreje kot v vzorcih olj¢nega
olja. Med olj¢nimi olji pa so bile v vseh poskusih spremembe v vzorcih 'Leccina' nekoliko
izrazitejSe kot v vzorcih 'Istrske belice'.

Najvisje dovoljene vrednosti Ka3, in Ky79 za EDOO (2,2 za Kas; in 0,25 za Kaz9) v obeh
olj¢nih oljih pri osemurnem segrevanju pri 100 °C niso bile presezene niti po osmih urah,
medtem ko so bile vrednosti K79 pri segrevanju pri 180 °C v vzorcu 'Istrske belice'
presezene Ze po Stirih urah, v vzorcu 'Leccino' celo Ze po prvih dveh urah segrevanja.

Med osemurnim segrevanjem pri 100 °C sta se vrednosti K3, in Ky7 v oljénih oljih visali
priblizno enako hitro (v vzorcu 'Istrske belice' se je vrednost K3, v osmih urah poviSala za
8 %, Ku70 pa za 7 %; v vzorcu 'Leccina’ pa se je vrednost K3, povisala za 20 % in vrednost
K370 za 18 %). Med osemurnim in stournim segrevanjem pri 180 °C pa se je vrednost Kj3;
poviSala za bistveno vecji faktor kot vrednost Ky79, saj so se primarni produkti hitreje
oksidirali dalje v sekundarne produkte oksidacije kot pri 100 °C. Tudi pri segrevanju v
Rancimatu se je vrednost K,3, povisala precej bolj kot vrednost K.

Koli¢ino primarnih produktov oksidacije smo ocenjevali z dvema metodama: s
peroksidnim $tevilom ter z merjenjem vrednosti K3, in Kj79. Tudi oceno sekundarnih
produktov oksidacije smo izvajali z dvema metodama: s p-anisidinskim Stevilom in z
merjenjem vrednosti K,79. Rezultatov posameznih metod seveda ne moremo neposredno
primerjati, saj nobena metoda ni specifi¢na in absolutna, zanimiva pa je primerjava trendov
sprememb posameznih parametrov.
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Tako peroksidno Stevilo kot vrednost K3, nakazujeta, da se je koli¢ina primarnih
produktov med osemurnim segrevanjem pri 100 °C povecevala. Glede sekundarnih
produktov pa bi na podlagi p-anisidinskega Stevila lahko sklepali, da je nijhova koli¢ina
ostala ves Cas priblizno enaka. Vrednost K,79 pa se je povecevala, saj nanjo vplivajo tako
primarni kot sekundarni produkti oksidacije.

Med segrevanjem pri 180 °C se je koli¢ina sekundarnih produktov povecevala, kar kazeta
tako vrednost K»79 kot p-anisidinsko Stevilo. Glede primarnih produktov pa obe metodi ne
dajeta tako enotnih rezultatov. Glede na vrednosti peroksidnega Stevila bi lahko sklepali,
da se je koli¢ina primarnih produktov oksidacije med segrevanjem pri 180 °C zmanjsSevala,
medtem ko vrednost K,79 nakazuje, da se je njihova koli¢ina povecevala, vendar pocasneje
kot koli¢ina sekundarnih produktov. Vsekakor pa tudi spektrofotometrijski podatki
potrjujejo ugotovitev, da pretvorba primarnih produktov v sekundarne produkte poteka pri
180 °C hitreje kot pri 100 °C.

5.2.4 Vpliv segrevanja na mascobnokislinsko sestavo ekstra deviskega oljénega olja
in son¢ni¢nega olja

Mascobnokislinska sestava je poleg vsebnosti antioksidantov in prooksidantov klju¢na za
oksidacijsko stabilnost olja. V nase poskuse smo poleg vzorcev ekstra deviskega olj¢nega
olja za primerjavo vkljucili tudi son¢ni¢no olje, katerega mascobnokislinska sestava se
precej razlikuje od sestave olj¢nega olja.

V analiziranih vzorcih EDOO je bilo najve¢ oleinske kisline (njen deleZz v vzorcih je bil
med 72,29 ut. % in 78,02 ut. %), sledile so palmitinska, linolna, stearinska in
palmitoleinska kislina. V son¢ni¢nem olju pa je bilo najve¢ linolne kisline (64,61 % v
vzorcu S2 in 66,94 % v vzorcu S1), sledile pa so oleinska, palmitinska in stearinska
kislina. DeleZi vseh ostalih kislin so bili manjsi od 1 ut. %.

V osmih urah segrevanja pri 100 °C je maSCobnokislinska sestava ostala skoraj
nespremenjena, pri 180 °C pa se je delez linolne in linolenske kisline v obeh olj¢nih oljih
malo, a statisticno znacilno zmanjsal ze v prvih dveh urah segrevanja. Vecje spremembe
smo opazili po 100 urah segrevanja. Statisticno znacilno so se povecali delezi nasi¢enih
mascobnih kislin, delezi nenasi¢enih mascobnih kislin (razen eikozenojske kisline C 20:1)
pa so se zmanjsali. Najbolj sta se zmanjsala deleza linolne in linolenske kisline. Povecanje
delezev nasicenih mascobnih kislin seveda ne pomeni, da so te kisline med segrevanjem
nastajale, pa¢ se je njihova vsebnost v vzorcu zmanjSevala pocasneje kot vsebnost
nenasic¢enih kislin. To je v skladu s trditvijo, da se hitrost oksidacije povecuje s Stevilom
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dvojnih vezi v molekuli (Mateos in sod. 2005). Karboksilni kislini s kraj§imi verigami
(kapronska kislina C 6:0 in kaprilna kislina C 8:0), ki smo ju dolo¢ili v vzorcih po stotih
urah segrevanja pri 180 °C, sta nastali pri oksidaciji maScobnih kislin. Marquez-Ruiz in
Dobarganes (1996) sta ugotovila, da sta med segrevanjem palminega oleina, so¢ni¢nega
olja in so¢ni¢nega olja z visoko vsebnostjo oleinske kisline nastali kaprilna in heptanojska
kislina C 7:0. Kaprilna kislina nastaja iz 9-hidroperoksidov, ki nastajajo pri oksidaciji
oleinske, linolne in linolenske kisline. Heptanojska kislina pa nastane iz 8-hidroperoksida,
ki lahko nastane le iz oleinske kisline. Sveze mascobe naravnega izvora ne vsebujejo
heptanojske kisline, zato lahko na podlagi njene prisotnosti v mascobi sklepamo, da je
mascoba oksidirana. Kaprilna kislina pa je lahko tudi naravna sestavina nekaterih mascob.
Kaprilno kislino so v olj¢énem olju po cvrtju krompirja dolocili tudi Andrikopoulos in sod.
(2002).

5.2.5 Vpliv segrevanja na vsebnost a-tokoferola v ekstra deviskem olj¢nem olju in
son¢ni¢nem olju

Vsebnost a-tokoferola je v oljih 'Istrske belice' manjSa kot v oljih 'Leccina’ (Butinar in
Bucar-Miklav¢i¢, 2000). V vzorcih 'Istrske belice' smo pred segrevanjem dolocili od
96 mg/kg do 157 mg/kg a-tokoferola, v vzorcih 'Leccina’ pa 183 mg/kg do 425 mg/kg.
Veliko ve¢ a-tokoferola je vsebovalo son¢ni¢no olje, in sicer 503 mg/kg (vzorec S1)
oziroma 519 mg/kg (vzorec S2) .

Osemurno segrevanje pri 100 °C ni vplivalo na vsebnost a-tokoferola v vzorcu EDOO
sorte 'Istrska belica' in v son¢ni¢nem olju, v vzorcu EDOO sorte 'Leccino’ pa se je vsebnost
malo, a statisti¢no znacilno zmanjsala.

Med segrevanjem pri 180 °C je do statistitno pomembnega zmanjSanja vsebnosti
a-tokoferola v vseh vzorcih priSlo ze v prvih dveh urah, vendar so olja tudi po 100 urah
segrevanja $e vedno vsebovala znatne koli¢ine tokoferolov. V vzorcu 'Istrske belice' je v
sto urah razpadlo 39 % a-tokoferola, v vzorcu 'Leccina' 17 %, v son¢ni¢nem olju pa le
13 % o-tokoferola.

Med segrevanjem EDOO v Rancimatu pa je kljub niZji temperaturi (100 °C) razpadel
skoraj ves a-tokoferol, saj je bila njegova koli¢ina v vseh vzorcih sicer Se zazanavna, a pod
mejo detekcije (2 mg/kg).

Cheikosman in sod. (2005) so porocali, da se je vsebnost o-tokoferola med triurnim
segrevanjem pri 170 °C eksponentno zmanjsevala v skladu s kinetiko prvega reda. Menijo,
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da je hitrost razgradnje lahko odvisna od zacetne koncentracije in hitrosti razgradnje drugih
antioksidantov v vzorcu. Rahmani in Csallany (1998) sta trdila, da na razpad a-tokoferola
bolj vpliva svetloba kot poviSana temperatura. Tudi Pellegrini in sod. (2001) so ugotovili,
da je koli¢ina preostalega a-tokoferola po segrevanju olja odvisna od koli¢ine biofenolov
in Casa segrevanja, ne pa od temperature (v obmocju 160-190 °C). Biofenoli u¢inkovito
stabilizirajo a-tokoferol med segrevanjem.

Glede na rezultate naSih poskusov pa bi lahko zakljucili, da je velik vpliv na razgradnjo
a-tokoferola imelo tudi prepihovanje z zrakom pri segrevanju v Rancimatu, saj je bila v
tem poskusu razgradnja a-tokoferola skoraj popolna.

5.2.6 Vpliv segrevanja na vsebnost pigmentov v ekstra deviSkem oljénem olju

Oba vzorca EDOO sorte 'Istrska belica' sta vsebovala ve¢ pigmentov kot vzorca sorte
'Leccino'. Vsi vzorci so vsebovali ve¢ klorofilnih pigmentov kot karotenoidov, kar je v
skladu s podatki iz literature (Gandul-Rojas in sod., 2000; Roca in sod., 2003). Z metodo
po Minguez—Mosqueri smo dolocili manj$o vsebnost klorofilnih pigmentov kot z metodo
po Pokornyju. Korelacija med obema metodama za dolo¢evanje klorofilnih pigmentov je
bila zelo tesna (0,99).

Karotenoidi in klorofilni pigmenti se razgrajujejo v skladu s kinetiko prvega reda
(Gutiérrez in sod., 2002; Pagliarini in sod., 2000). Izracunali smo konstante hitrosti za
razgradnjo pigmentov med osemurnim segrevanjem pri 100 °C in 180 °C. V primeru
dolocevanja klorofilnih pigmentov z metodo po Pokornju v vzorcu 'Leccina’, ki smo ga
segrevali pri 100 °C, je bila linearnost nekoliko slabsa (r* = 0,8573) kot v vseh ostalih
primerih (r* je bil od 0,9426 do 0,9868). Konstante hitrosti za razpad karotenoidov so bile
pri 180 °C mnogo vecje od konstant hitrosti za razpad klorofilnih pigmentov. Pri 100 °C
smo v vzorcu 'Leccina' dolo€ili precej manjSo hitrost razpada za karotenoide kot za
klorofilne pigmente, medtem ko je bila v vzorcu 'Istrske belice' razlika med konstantami
hitrosti manjSa. Gutiérrez in Ferndndez (2002) sta ugotovila, da pri 30 °C na svetlobi
karotenoidi razpadajo pocasneje kot klorofilni pigmenti. Pri nizjih temperaturah torej
ocitno hitreje razapadajo karotenoidi kot klorofilni pigmenti, z viSanjem temperature pa
hitrost razpadanja klorofilnih pigmentov naras¢a hitreje kot hitrost razpadanja
karotenoidov.
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5.2.7 Vpliv segrevanja na vsebnost biofenolov v EDOO

Znacilno za EDOO sorte 'Istrska belica' je, da vsebuje vec¢ biofenolov kot olje sorte
'Leccino’ (Butinar in sod., 1999b; Butinar in sod., 2006), kar smo potrdili tudi z naSimi
analizami vzorcev pred segrevanjem. V soncni¢nem olju smo dolocili zelo malo
biofenolov (6 mg/kg), kar je v skladu z ugotovitvami Valavanidisa in sod. (2004), ki so v
son¢ni¢nem olju dolo¢ili 3-4 mg/kg biofenolov, izrazenih kot galna kislina.

Pri vseh nacinih segrevanja EDOO se je vsebnost skupnih biofenolov, dolocenih z metodo
FC, zmanjSala. ZmanjSanje je bilo najbolj intenzivho med stournim segrevanjem pri
180 °C, saj se je vsebnost skupnih biofenolov zmanjSala za 79 % v vzorcih 'Istrske belice'
in za 85 % v vzorcih 'Leccina’. Med segrevanjem v Rancimatu se je koli¢ina skupnih
biofenolov zmanjSala za 60% v vzorcu 'Istrske belice' in za 54 % v vzorcu 'Leccina'.
Segrevanje v Rancimatu je trajalo dlje (142 ur), vzorce pa smo prepihovali z zrakom, po
drugi strani pa je bila temperatura v tem poskusu nizja (100 °C), kar je bilo o¢itno vzrok za
to, da so se biofenoli razgradili v manjsi meri kot pri stournem segrevanju pri 180 °C. Kot
smo pricakovali, se je med osemurnim segrevanjem razgradilo manj biofenolov, in sicer se
je pri segrevanju pri 100 °C razgradilo 23 % biofenolov v vzorcu 'Istrske belice' in 10 % v
vzorcu 'Leccina’, pri segrevanju pri 180 °C pa 48 % v vzorcu 'Istrske belice' in 49 % v
vzorcu 'Leccina’.

Dodatne informacije o razgrajevanju biofenolov smo dobili z dolocevanjem vsebnosti
posameznih biofenolnih spojin z metodo HPLC. Ugotovili smo, da so se razmerja med
vsebnostmi posameznih biofenolov med segrevanjm spremenila. Med segrevanjem poteka
razgradnja biofenolov po reakcijski poti, opisani v tocki 2.1.5. Ob tem posamezni
intermediati ves Cas nastajajo iz predhodnih spojin, in se razgrajujejo naprej. Logicna
posledica je, da zacne spojin z zacetka reakcijske verige zmanjkovati, medtem ko spojine s
konca poti Se vedno nastajajo, zato se razmerje med spojinami spremeni v korist spojin s
konca razgradne poti.

Druga ugotovitev na prvi pogled ni tako ocitna. V vseh vzorcih se je med segrevanjem
zmanjSalo razmerje med vsoto vseh biofenolov v razgradni verigi olevropeina in vsoto
biofenolov v razgradni verigi ligstrozida. To ugotovitev lahko pojasnimo s pomocjo
antioksidacijskih uc¢inkovitosti. Olevropein in njegovi razgradni produkti so ortodifenoli,
ligstrozid in njegovi razgradni produkti pa so monofenoli. Ortodifenoli so mocnejsi
antioksidanti kot njihovi monofenolni analogi, zato se hitreje razgrajujejo kot monofenoli.
Cheikosman in sod. (2005) so ugotovili, da se je vsebnost tirosola in hidroksitirosola med
segrevanjem olja pri 170 °C zmanjSevala v skladu s kinetiko prvega reda, da pa je
hidroksitirosol razpadal hitreje kot tirosol. Antioksidacijska u¢inkovitost se zmanjsSuje po
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vrsti hidroksitirosol > O-Agl > L-Agl > tirosol (Carrasco-Pancorbo in sod., 2005) oziroma
po vrsti hidroksitirosol > olevropein > tirosol (Valavanidis in sod., 2004; Bouaziz in sod.,
2005). Tudi Brenes in sod. (2002) so ugotovili, da so se koli¢ine hidroksitirosola in
njegovih derivatov med segrevanjem pri 180 °C s ¢asom hitro zmanjsevale. Zmanjs$anje
koli¢in ortodifenolov lahko pripiSemo termi¢ni razgradnji ali pa oksidaciji, saj prispevajo k
stabilnosti olja. Nasprotno pa tirosol in njegovi derivati ne prispevajo k stabilnosti olja,
vendar se njihova koli¢ina s ¢asom kljub temu zmanjsuje.

Pri segrevanju vzorcev v aparaturi Rancimat smo po segrevanju v vseh vzorcih razen v
enem vzorcu 'Leccina’ dolo¢ili mnogo ve¢ lignanov kot pred segrevanjem (povprecje pred
segrevanjem je bilo 23,2 mg/kg, po segrevanju pa 63,7 mg/kg). Brenes in sod. (2002)
trdijo, da so lignani stabilne spojine. Ta trditev pa ne pojasnjuje povecanja koli¢ine
lignanov v nasem poskusu. Mozno je, da je med segrevanjem nastala nova spojina, ki se je
koeluirala z lignani. Na enak nacin so povecanje kromatografskega vrha za O-Agl-dA v
olju po segrevanju pojasnili s tem, da se je skupaj z O-Agl-dA koeluirala njegova
oksidirana oblika (Brenes in sod., 2002; Rovellini in Cortesi, 2002). Primerjava
kromatogramov obeh vzorcev olj¢nega olja pred stournim segrevanjem in po njem pokaze,
da so med segrevanjem nastajale tudi tri nove neidentificirane spojine.

Skupna vsebnost vseh s HPLC dolo¢enih biofenolov ni bila enaka vsebnosti skupnih
biofenolov, doloceni z metodo FC. Razlogi so pojasnjeni v tocki 5.1. Korelacije med
obema dolocitvama pa so bile pri poskusih segrevanja boljse (Pearsonov koeficient
korelacije je bil 0,99 pri segrevanju v Rancimatu; 0,97 pri stournem segrevanju in 0,83 pri
osemurnem segrevanju) kot pri izvedbi eksperimenta skladis¢enja EDOO.

5.2.8 Vpliv segrevanja na antioksidacijsko ucinkovitost ekstra deviskega olj¢nega
olja

V skladu s pricakovanji se je antioksidacijska ucinkovitost, izrazena kot ARP, med
segrevanjem zmanjSala, saj je povezana s koli¢ino antioksidantov v olju. Pred segrevanjem
je bila ARP v vzorcih 'Istrske belice' vecja kot v vzorcih 'Leccina'. Pred osemurnim
segrevanjem je bila ARP v vzorcu 'Istrske belice' 0,052, v vzorcu 'Leccina' pa 0,027. Po
osmih urah segrevanja se je v vzorcu 'Istrske belice' zmanjSala za 35 % pri 100 °C in za
41 % pri 180 °C, v vzorcu 'Leccina pa za 21 % pri 100 °C in za 22 % pri 180 °C. Med
stournim segrevanjem pa se je ARP zmanjSala za ve¢ kot 90 % v obeh vzorcih olj¢nega
olja.
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Pri osemurnem segrevanju nismo ugotovili tesnih korelacij med antioksidacijsko
ucinkovitostjo in drugimi proucevanimi parametri, saj je bil najvecji doloceni koeficient
korelacije 0,65 za skupno vsebnost vseh s HPLC dolocenih biofenolov.

V poskusu, v katerem smo vzorce segrevali 100 ur, pa smo dolocili tesne pozitivne
korelacije z vsebnostmi tako reko¢ vseh antioksidantov v olju, edina izjema je bil
a-tokoferol, za katerga je bil korelacijski koeficent z ARP samo 0,22. To je na prvi pogled
v nasprotju z ugotovitvijo, da je a-tokoferol mocan antioksidant, vendar to navidezno
nelogi¢nost lahko pojasnimo. ARP dolocamo v metanolnem ekstraktu olja, ki vsebuje
hidrofilne antioksidante, to je biofenole, ne pa tudi lipofilnih antioksidantov. Ker je
a-tokoferol lipofilen, ga metanolni ekstrakt ni vseboval in torej a-tokoferol ni vplival na
izmerjeno ARP.

V tem poskusu je ARP najtesneje korelirala z vsebnostjo hidroksitirosola (korelacijski
koeficient je bil 0,9978), sledili pa so skupna vsebnost vseh s HPLC dolo¢enih biofenolov,
ki so intermediati razgradne poti olevropeina (0,996), vsebnost klorofilnih pigmentov z
metodo po Pokornyju (0,993) in skupna vsebnost s HPLC dolocenih sekoiridoidnih
biofenolov (0,991). Tudi korelacijski koeficienti za vsebnosti drugih biofenolov so bili
veliki (nad 0,81). ManjSe korelacijske koeficiente sta imela le DMO-Agl-dA (0,73) in
DML-Agl-dA (0,57).

V son¢niénem olju nismo dolocevali antioksidacijske aktivnosti, saj je bila vsebnost
biofenolov v njem zelo majhnaa (le 6 mg/kg v svezem olju). Espin in sod. (2000) so
porocali, da ima metanolni ekstrakt son¢ni¢nega olja zanemarljivo majhno protiradikalsko
aktivnost, Valavanidis in sod. (2004) pa so v son¢ni¢nem olju dolod¢ili 3,2-krat manjSo
antioksidacijsko aktivnost kot v EDOQO.

5.2.9 Vpliv segrevanja na oksidacijsko stabilnost ekstra deviSkega oljénega olja in
son¢ni¢nega olja

V vzorcih EDOO sorte 'Istrska belica' smo dolo€ili ve€jo oksidacijsko stabilnost kot v
vzorcih 'Leccina’, v son¢ni¢nem olju pa je bila oksidacijska stabilnost bistveno manjsa. To
je lahko posledica mascobnokislinske sestave in vsebnosti antioksidantov.

V svezih vzorcih EDOO pred segrevanjem v Rancimatu je bil povprecen indukcijski ¢as v
vzorcih 'Istrske belice' 114 ur, v vzorcih 'Leccina' pa 78 ur. V tem poskusu smo ugotovili
tesno negativno korelacijo med oksidacijsko stabilnostjo in deleZzem veckrat nenasicenih
mascobnih kislin (korelacijski koeficient je bil -0,91), nekoliko manj tesna pa je bila
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pozitivna korelacija med oksidacijsko stabilnostjo in enkrat nenasi¢enimi mascobnimi
kislinami (0,84).

V svezih vzorcih pred stournim segrevanjem smo v vzorcu EDOO sorte 'Istrska belica'
dolocili indukcijski ¢as 50,8 ur, v vzorcu sorte 'Leccino' 42,6 ur in v son¢niénem olju 5,3
ure. Indukeijski Casi v vzorcih oljénega olja so v tem poskusu mnogo krajsi kot v poskusu
segrevanja z Rancimatom, saj smo jih dolocevali pri visji temperaturi (110 °C). Indukcijski
Cas se priblizno razpolovi, ¢e temperaturo pri dolocevanju oksidacijske stabilnosti
povecamo za 10 °C (Anwar in sod., 2003). Med segrevanjem se je oksidacijska stabilnost
vseh treh vzorcev zmanjSala. V vzorcu 'Istrske belice' se je zmanjsala za 50 %, v vzorcu
'Leccina' za 41 % in v son¢ni¢nrm olju za 21 %. Kljub temu, da je oksidacijska stabilnost
najbolj zmanjsala v vzorcu 'Istrke belice', je bila po koncanem segrevanju v tem vzorcu Se
vedno nekoliko vecja kot v vzorcu 'Leccina’, vendar razlika med obema vzorcema olj¢nega
olja po segrevanju ni bila statisti¢no znacilna.

Tudi pri vzorcih EDOO in son¢ni¢nega olja v poskusu stournega segrevanja pri 180 °C
smo ugotovili pozitivno korelacijo oksidacijske stabilnosti z vsebnostjo enkrat nenasi¢enih
(korelacijski koeficient 0,85) in nasi¢enih maS¢obnih kislin (0,77) ter negativno korelacijo
oksidacijske stabilnosti z vsebnostjo veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin (-0,84).

Medtem ko v vzorcih pred segrevanjem v Rancimatu oksidacijska stabilnost ni korelirala s
spektrofotometrijskimi parametri, smo ugotovili tesne negativne korelacije (-0,96 za AK,
-0,87 za Ky7; in -0,82 za Kj3,) v vzorcih v poskusu s stournnim segrevanjem. To si lahko
razlozimo tako, da smo v prvem setu meritev (pred segrevanjem v Rancimatu)
oksidacijsko stabilnost dolocevali le v svezih neoksidiranih vzorcih, ki so vsi imeli dokaj
veliko oksidacijsko stabilnost in nizke vrednosti spektrofotometrijskih parametrov. V teh
vzorcih je bila oksidacijska stabilnost odvisna od drugih parametrov, predvsem od
mascobnokislinske sestave in vsebnosti antioksidantov. V drugem setu meritev pa smo
dolocali tudi oksidacijsko stabilnost Ze mo¢no oksidiranih olj, ki so imela visoke vrednosti
spektrofotometrijskih parametrov in krajSe indukcijske Case. Poleg tega je bilo v drugi set
vkljuceno tudi son¢ni¢no olje, ki je imelo bistveno krajsi indukcijski ¢as in bistveno visje
vrednosti spektrofotometrijskih parametrov kot olj¢ni olji.

Baldioli in sod. (1996) so ugotovili, da je oksidacijska stabilnost deviskega oljénega olja v
zvezi predvsem z vsebnostjo biofenolov, zlasti tistih, katerih sestavni del je hidroksitirosol.
Tudi v naSih poskusih smo ugotovili tesne zveze med oksidacijsko stabilnostjo in
vsebnostjo posameznih biofenolov. Korelacijski koeficienti so bili za spojine iz razgradne
poti olevropeina visji kot za njihove analoge iz razgradne poti ligstrozida, kar ponovno
potrjuje dejstvo, da so ortodifenoli ucinkovitejsi antioksidanti kot monofenoli.
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V poskusu stournega segrevanja smo ugotovili tesno pozitivno korelacijo med
okdsidacijsko stabilnostjo in vsebnostjo pigmentov. Korelacijski koeficient za klorofilne
pigmente je bil 0,98, za karotenoide pa 0,93. Tudi Gutiérrez in sod. (2001) so porocali o
tesni pozitivni korelaciji med oksidacijsko stabilnostjo in vsebnostjo klorofilnih pigmentov
ter vsebnostjo karotenoidov. Med vsemi doloCevanimi parametri so najvec¢jo korelacijo
dolocili prav za vsebnost klorofilnih pigmentov in karotenoidov (0,95). Aparicio in sod.
(1999) pa trdijo, da imajo klorofilni pigmenti $ibkejsi vpliv na oksidacijsko stabilnost kot
fenoli, ortodidofenoli in tokoferoli, §¢ manj pa na stabilnost vplivajo karotenoidi.

Podobno kot pri ARP smo tudi za oksidacijsko stabilnost ugotovili negativno korelacijo z
vsebnostjo a-tokoferola. Korelacijski koeficient v vzorcih pred segrevanjem v Rancimatu
je bil -0,71, v vzorcih iz poskusa s stournim segrevanjem olja pa -0,78. Ti rezultati bi nas
spet lahko vodili do napa¢nega zakljucka, da a-tokoferol negativno vpliva na oksidacijsko
stabilnost olj¢nega olja. Ce pa vzamemo pod drobnogled celotno sestavo vseh vzorcev, se
nam ponuja drugacna razlaga teh rezultatov. Vsebnost a-tokoferola je bila najvecja v
son¢ni¢nem olju, ki je imelo najkrajsi oksidacijski ¢as. Med vzorci olj¢nega olja pa je bila
vsebnost a-tokoferola ve¢ja v vzorcih 'Leccina' kot v vzorcih 'Istrske belice'. Obenem pa so
ravno vzorci z najmanjSo vsebnostjo tokoferolov imeli najugodnejSo mascobnokislinsko
sestavo in so vsebovali najve¢ biofenolov. Ucinek biofenolov in mascobnokislinske
sestave na oksidacijsko stabilnost je bil o¢itno mocnejsi od ucinka a-tokoferola. To je v
skladu z ugotovitvijo Rastrellija in sod., (2002), ki so trdili, da so biofenoli verjetno bolj
ucinkoviti antioksidanti kot a-tokoferol. Poleg tega pa so Blekas in sod. (1995) ugotovili,
da lahko a-tokoferol v zgodnji fazi oksidacije deluje tudi kot prooksidant.

Na podlagi vsega zapisanega lahko torej sklepamo, da oksidacijska stabilnost ni odvisna od
posamezne spojine ali skupine spojin v olju, temve¢ nanjo vpliva kompleksna sestava
oksidacijskega substrata, antioksidantov in prooksidantov. Posamezne snovi v olj¢nem olju
imajo lahko sinergijski ali antagonisti¢en u€inek na oksidacijo olja (Mateos in sod., 2005).
Pagliarini in sod. (2000) so z multivariatno statistiko dolocili parametre, ki so pomembni
za stabilnost olja: vsebnost hidroksitirosola, vsebnost tirosola, absorbanca karotenoidov pri
475 in 488 nm, vsebnost a-tokoferola, indukcijski ¢as in vrednost Kj3,.
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5.3 PRIMERJAVA EKSTRA DEVISKEGA OLJCNEGA OLJA SORTE 'LECCINO!,
EKSTRA DEVISKEGA OLJCNEGA OLJA SORTE 'ISTRSKA BELICA' IN
SONCNICNEGA OLJA

EDOO ima ne glede na sorto ('Istrska belica' ali 'Leccino’) v primerjavi s son¢ni¢nim oljem
vecjo oksidacijsko stabilnost, ugodnejSo mascobnokislinsko sestavo, vec¢jo vsebnost
biofenolov in manjSo vsebnost a-tokoferola. Zaradi ugodnejSe masc¢obnokislinske sestave
in vec¢je vsebnosti biofenolov so spremembe v EDOO med segrevanjem manj izrazite kot v
son¢ni¢nem olju.

Proucevani sorti EDOO ('Istrska belica' ali 'Leccino’) se nekoliko razlikujeta v
mascobnokislinski sestavi in vsebnosti antioksidantov, kar vse vpliva na antioksidacijsko
ucinkovitost in oksidacijsko stabilnost. EDOO sorte 'Istrska belica' ima v primerjavi z
oljem sorte 'Leccino' nekoliko ugodnejSo mascobnokislinsko sestavo, vsebuje vec
biofenolov, klorofilnih pigmentov in karotenoidov ter manj a-tokoferola, ter ima vecjo
antioksidacijsko u¢inkovitost in okisdacijsko stabilnost.
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54 SKLEPI

Na osnovi rezultatov opravljenih poskusov smo prisli do naslednjih sklepov.

Sveza sonc¢ni¢na olja imajo v primerjavi z EDOO manj ugodno mas¢obnokislinsko sestavo
(ve¢ veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin), ne vsebujejo biofenolov, pa¢ pa je vsebnost
a-tokoferola ve¢ja v son¢ni¢nem olju kot v EDOO. Primerjava EDOO pokaze, da imajo
EDOO sorte 'Istrska belica' v primerjavi z olji sorte 'Leccino' nekoliko ugodnejso
mascobnokislinsko sestavo in vsebujejo vec¢ antioksidantov (biofenolov, klorofilnih
pigmentov in karotenoidov) z izjemo a-tokoferola, ki ga je vec¢ v oljih sorte 'Leccino'.
Antioksidacijska u¢inkovitost je v tesni zvezi z vsebnostjo biofenolov v olju. Korelacije so
bile tesnejSe za ortodifenole kot za njihove monofenolne analoge. Oksidacijska stabilnost
pozitivno korelira z vsebnostjo nasienih in enkrat nenasi¢enih maScobnih kislin,
negativno pa z vsebnostjo veckrat nenasiCenih maScobnih kislin. Podobno kot za
antioksidacijsko aktivnost tudi za oksidacijsko stabilnost velja, da tesneje korelira z
biofenoli iz razgradne poti olevropeina kot z njihovimi ligstrozidnimi analogi. Zelo tesne
pozitivne korelacije smo ugotovili tudi med oksidacijsko stabilnostjo in karotenoidi ter
klorofilnimi pigmenti. Ugotovili smo negativno korelacijo med o-tokoferolom in
oksidacijsko stabilnostjo. Vpliv mascobnokislinske sestave in biofenolov na oksidacijsko
stabilnost je oCitno prevladal nad vplivom koli¢ine a-tokoferola.

Skladis¢enje referencnih vzorcev olj¢nega olja v hladilniku pri 8 °C za daljSe ¢asovno
obdobje ni primerno, saj se je vecina proucevanih parametrov (razen mascobnokislinske
sestave, vrednosti K79 in vsebnosti a-tokoferola) v obdobju enega leta spremenila.
PrimernejSe je skladiS¢enje v zmrzovalniku pri -20 °C, vendar se tudi pri teh pogojih
nekateri parametri, kot so peroksidno Stevilo in vsebnost ter sestava biofenolov, v obdobju
enega leta lahko spremenijo. Za skladiS¢enje vzorcev za doloCevanje teh parametrov bi
bilo potrebno dolociti krajsi rok skladiscenja. V primeru skladi$¢enja referencnega vzorca
pa je potrebno vrednosti parametrov spremljati in s pomocjo kontrolne karte dokazati, da je
vzorec Se primeren za uporabo. Za referencni vzorec moramo izbrati kakovostno sveze
olje, ki vsebuje ¢im manj veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin in ¢im ve¢ antioksidantov,
zlasti biofenolov, saj pricakujemo, da se bo tako olje pocasneje oksidiralo in bo v njem
kasneje prislo do statisticno pomembnih sprememb vrednosti posameznih parametrov.
Izkazalo se je, da je olje sorte 'Istrska belica' zaradi ugodnejSe mascobnokislinske sestave
in vec¢je vsebnosti biofenolov bolj odporno proti oksidaciji kot olje sorte'Leccino'.

Med segrevanjem EDOO in son¢ni¢nega olja so se povecale vrednosti vseh parametrov, ki
so pokazatelji stopnje oksidiranosti olja (kislost, peroksidno Stevilo, p-anisidinsko Stevilo,
totoks Stevilo, vrednosti K3, in Kjy79). Izjema je peroksidno Stevilo, ki se je med
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segrevanjem pri 180 °C zmanjsalo, kar pa je posledica neobstojnosti hidroperoksidov pri
visokih temperaturah. Med segrevanjem vzorcev EDOO in soncni¢nega olja se je
spremenila mascobnokislinska sestava. ZmanjSali so se delezi veckrat nenasi¢enih
mascobnih kislin, povecali pa so se delezi nasi¢enih masScobnih kislin. Vsebnost
antioksidantov se je med segrevanjem zmanjSevala. Vsebnost a-tokoferola se je najbolj
zmanjSala med segrevanjem v Rancimatu, kar smo pripisali vplivu prepihovanja z zrakom.
Vsebnost klorofilnih pigmentov in karotenoidov se je zmanjSevala v skladu s kinetiko
prvega reda. Pri 100 °C so hitreje razpadali klorofilni pigmenti, pri 180 °C pa karotenoidi.
Tako karotenoidi kot klorofilni pigmenti so hitreje razpadali pri 180 °C kot pri 100 °C.
Med segrevanjem se je vsebnost skupnih biofenolov zmanjsevala, spreminjalo pa se je tudi
razmerje med posameznimi biofenolnimi spojinami. Vsebnost izhodnih spojin in njihovih
zgodnjih razpadnih produktov se je zmanjSevala hitreje kot vsebnost spojin s konca
razgradne verige. Vsebnosti posameznih spojin se lahko celo povecajo, ¢e je njihovo
nastajanje iz prekurzorjev hitrejSe od njihovega nadaljnjega razgrajevanja. Ker so
ortodifenoli moc¢nejsi antioksidanti kot monofenoli, so se olevropein in njegovi derivati
razgrajevali hitreje kot derivati ligstrozida. Vsebnost biofenolov se je hitreje zmanjsSevala
pri 180 °C kot pri 100 °C. Vsebnost skupnih biofenolov, dolo¢enih z metodo FC, ni enaka
vsebnosti  skupnih biofenolov, doloeni s HPLC. Antioksidacijska ucinkovitost
metanolnega ekstrakta se je s segrevanjem zmanjSevala zaradi zmanjSevanja vsebnosti
skupnih biofenolov in spreminjanja delezev posameznih biofenolov.

Na koncu lahko povzamemo, da je EDOO zaradi svoje kemijske sestave oksidacijsko bolj
stabilno kot son¢ni¢no olje. Primerjava obravnavanih sort EDOO pa je pokazala, da ima
EDOO sorte 'Istrska belica’ ugodenjSo kemijsko sestavo in posledicno vecjo
antioksidacijsko u¢inkovitost ter oksidacijsko stabilnost kot EDOO sorte 'Leccino'.
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6 POVZETEK

6.1 POVZETEK

Oljéno olje ima zaradi ugodne mascobnokislinske sestave in vsebnosti antioksidantov
pozitiven vpliv na zdravje. Za razliko od drugih rastlinskih olj vsebuje ve¢ enkrat
nenasicene oleinske kisline in manj veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin, zaradi Cesar je
bolj odporno proti oksidaciji. K oksidacijski stabilnosti oljénega olja prispeva tudi vsebnost
antioksidantov, zlasti a-tokoferola in biofenolov. Podatki o sestavi in znacilnostih olj¢nega
olja Slovenske Istre se zbirajo od leta 1992, nasa raziskava pa je prva, ki proucuje vpliv
kemijske sestave in razli¢nih pogojev skladiSCenja ter segrevanja na potek oksidacije in
oksidacijsko stabilnost EDOO.

Raziskava je obsegala dva sklopa, in sicer smo proucevali vplive skladiS¢enja in
segrevanja pri razli¢nih pogojih na vrednosti dolo¢evanih parametrov v EDOO Slovenske
Istre. V raziskavo smo vkljudili le kakovostna EDOO Slovenske Istre. Vsi vzorci razen
enega so bili sortni, pridobljeni iz oljk sorte 'Istrska belica' in 'Leccino’, ki sta v Slovenski
Istri najbolj razSirjeni. Vzorce smo dobili neposredno po stiskanju od izbranih
pridelovalcev, s katerimi ze ve¢ let uspesno sodelujemo, s ¢imer smo zagotovili pristnost
oljcnega olja tako glede geografskega izvora kot glede sorte.

V sklopu proucevanja vplivov skladis¢enja EDOO na proucevane parametre smo
Pred zacetkom skladiS¢enja in po enem letu skladiS€enja smo v vzorcih dolo¢ili parametre
kakovosti (kislost, peroksidno Stevilo, vrednosti Kj3;, Ky79 in AK), mascobnokislinsko
sestavo, vsebnost antioksidantov (tokoferolov in biofenolov) ter oksidacijsko stabilnost.
Ugotovili smo, da skladis¢enje referen¢nih vzorcev olj¢nega olja v hladilniku pri 8 °C za
daljse ¢asovno obdobje ni primerno, saj se je vecina proucevanih parametrov v obdobju
enega leta spremenila. PrimernejSe je skladiS¢enje v zmrzovalniku pri -20 °C, vendar se
tudi pri teh pogojih nekateri parametri, kot so peroksidno Stevilo in vsebnost ter sestava
biofenolov, v obdobju enega leta lahko nekoliko spremenijo. Spremembe so bile manj
izrazite v EDOO sorte 'Istrska belica'.

Vpliv segrevanja smo proucevali s tremi poskusi. Osem vzorcev EDOO Slovenske Istre
smo segrevali 142 ur v Rancimatu pri 100 °C in v vzorcih pred segrevanjem ter po njem
dolocili iste parametre kot v vzorcih v sklopu skladis¢enja. V drugi in tretji poskus
segrevanja smo poleg EDOO sorte 'Istrska belica' in 'Leccino' za primerjavo vkljuéili tudi
son¢ni¢no olje. Vzorce olja smo v drugem poskusu segrevali 8 ur pri 100 °C in pri 180 °C
ter vzorcili vsaki dve uri; v tretjem poskusu pa smo vzorce segrevali 100 ur pri 180 °C in
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vzor¢ili le pred zacetkom ter po koncu segrevanja. V vzorcih iz drugega in tretjega poskusa
smo dolocevali parametre, ki so pokazatelji stopnje oksidiranosti olja (kislost, peroksidno
Stevilo, p-anisidinsko Stevilo, totoks Stevilo ter vrednosti K3, in Kj79), mascobnokislinsko
sestavo, vsebnost antioksidantov (tokoferolov, karotenoidov, klorofilnih pigmentov in
biofenolov), antioksidacijsko u¢inkovitost in oksidacijsko stabilnost. Ugotovili smo, da so
se med segrevanjem povecale vrednosti parametrov, ki so pokazatelji stopnje oksidiranosti
olja. Le pri segrevanju pri 180 °C se je zaradi termicne neobstojnosti hidroperoksidov
peroksidno Stevilo v vzorcih zmanjSalo. Med segrevanjem so se vsebnosti antioksidantov
zmanjsale, in sicer je bilo zmanjSanje bolj izrazito pri 180 °C kot pri 100 °C. Edina izjema
so bili tokoferoli, katerih vsebnost se je med segrevanjem pri 100 °C v Rancimatu
zmanjSala na vrednosti pod LOD. Spremenila se je tudi maScobnokislinska sestava
vzorcev, in sicer so se zmanjsali delezi veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin, povecali pa
delezi nasicenih kislin in enkrat nenasi¢enih kislin. Zaradi zmanjSanja vsebnosti
antioksidantov se je zmanjSala antioksidacijska u€inkovitost vzorcev, prav tako pa tudi
oksidacijska stabilnost. Spremembe so bile v son¢ni¢nem olju v primerjavi z EDOO
bistveno bolj izrazite. Primerjava med proucevanima sortama EDOO pa je pokazala, da je
segrevanje povzrocilo v EDOO sorte 'Leccino' vecje spremembe kot v EDOO sorte 'Istrska
belica'.

Na oksidacijsko stabilnost olja vpliva ve¢ dejavnikov. Ugotovili smo, da so na oksidacijsko
stabilnost bolj kot vsebnost a-tokoferola wvplivale vsebnosti ostalih antioksidantov
(pigmentov in biofenolov) in mas¢obnokislinska sestava.

6.2 SUMMARY

Olive oil has a beneficial health effect due to its favourable fatty acid composition and
antioxidant content. What makes olive oil distinct from other plant oils, is the higher
content of monounsaturated oleic acid, as a result of which olive oil is more resistant to
oxidation. Oxidative stability of olive oil is also improved by content of antioxidants, in
particular the content of a-tocopherol and biophenols. The data on composition and
characteristics of olive oil from Slovenian Istra has been collected since 1992, but our
research is the first investigation of the influence of chemical composition and different
storing conditions and heating conditions on the course of oxidation and oxidation stability
of EVOO.
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Two aspects were investigated: we were investigating the influence of storing and heating
in different conditions on values of studied parameters in EVOO from Slovenian Istra.
Only good quality EVOO from Slovenian Istra were included in the investigation. All
samples except one were monovarietal. They were obtained from the two prevalent
cultivars in Slovenian Istra, namely from cv. Istrska belica and cv. Leccino. The samples
were obtained directly from the producers who have been our partners for several years
and thus the geographical and varietal authenticity of the olive oil was insured.

We were storing 14 EVOO samples for one year in freezer at -20 °C and in refrigerator at
8 °C in order to study the influence of storing of EVOO on the investigated parameters.
Several parameters were determined in samples before storing and after one year of
storing: quality parameters (acidity, peroxide value, Kj3,, K70 and AK values), fatty acid
composition, antioxidant content (content of biophenols and tocopherols), and oxidative
stability. Most of the investigated parameters changed during one year of storing in
refrigerator at 8 °C, therefore the storing of reference samples in refrigerator for a longer
period of time is not appropriate. It is better to store samples in freezer at -20 °C, although
also in these condtions, some parameters, such as peroxide value and biophenol
composition, can slightly change during the period of one year. The changes were less
pronounced in EVOO from cv. Istrska belica.

Three experiments were performed in order to investigate the influence of heating. Eight
samples of EVOO from Slovenian Istra were heated for 142 hours in Rancimat at 100 °C.
The same parameters were determined in the samples before and after heating as in the
storing experiment. Sunflower oil was included in the second and the third experiment for
comparison with EVOO. In the second experiment, the oil samples were heated for 8 hours
at 100 °C and at 180 °C. The sampling interval was 2 hours. In the third experiment, the oil
samples were heated for 100 hours at 180 °C. The samples were only taken before and
after heating. Several parameters were determined in the samples from the second and the
third experiment: parameters related to the oxidation status of the oil (acidity, peroxide
value, p-anisidine value, totox value, Kj3, and Kj7), fatty acid composition, antioxidant
contents (tocopherols, carotenoids, chlorophyllic pigments nad biophenols), antoxidative
activity and oxidative stability. We found out, that the values of parameters, related to the
oxidation status of the oil, increased, with the exception of peroxide value, which
decreased during heating at 180 °C because of thermal instability of hydroperoxides. The
content of antioxidants decreased during heating. The decrease was greater at 180 °C than
at 100 °C. The only exception were tocopherols, which were completely depleted during
heating at 100 °C in Rancimat. Fatty acid compostion was also changed. The percentages
of polyunsaturated fatty acids decreased while the percentages of saturated and
monounsaturated fatty acids increased during heating. Antioxidant activity and oxidative
stability decreased due to the decrease of antioxidant content. The changes were much
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greater in sunflower oil than in EVOO. The comparison of the two investigated EVOO
cultivars shows that heating caused greater changes in EVOO from cv. Leccino than in
EVOO from cv. Istrska Belica.

Several factors influence oxidative stability of oil. We found out, that the a-tocopherol has
weeker influence than other antioxidants (pigments and biophenols) and fatty acid
composition.
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. Ugotavljanje vpliva skladis¢enja na kemijske parametre v ekstra deviskem olj¢nem olju.
PRILOGA A: 577" . e " A .
Viri variabilnosti in statisti¢ne znacilnosti njihovega vpliva.
ANNEX A: Influence of storing on chemical paraeters in extra virgin olive oil. Sources of variability
) and statistical characteristics of their influence.

Parameter Ps Pr Pg+t

kislost (ut. %) <0,0001 0,1983 0,998
peroksidno stevilo (mmol O,/kg) 0,2914 <0,0001 0,3026
K 0,5649 0,0133 0,6665
K7 0,009 0,0336 0,4648
AK 0,2846 0,0152 0,1561
C 14:0 (ut. %) 0,8521 0,3467 0,3915
C 16:0 (ut. %) <0,0001 0,9393 0,8881
C 16:1 (ut. %) <0,0001 0,9717 0,9863
C 17:0 (ut. %) <0,0001 0,1325 0,465
C 17:1 (ut. %) 0,385 0,6937 0,9089
C 18:0 (ut. %) <0,0001 0,9403 0'9937
C 18:1 (ut. %) <0,0001 0,9907 0,9958
C 18:2 (ut. %) <0,0001 0,9934 0,8914
C 18:3 (ut. %) <0,0001 0,979 0,9009
C 20:0 (ut. %) <0,0001 0,5749 0,5255
C 20:1 (ut. %) 0,0185 0, 8029 0,8491
C 22:0 (ut. %) <0,0001 0,6747 0,5182
C 24:0 (ut. %) <0,0001 0,1027 0,3521
a —tokoferol (mg/kg) <0,0001 0,4055 0,9665
vsebnost skupnih biofenolov po metodi FC <0,0001 0,138 0,9852
vanilinska kislina (mg/kg) 0,0372 0,5315 0,9519
lignani (mg/kg) <0,0001 0,1135 0,3108
luteolin (mg/kg) 0,0018 0,3396 0,701

apigenin (mg/kg) <0,0001 0,4548 0,727
olevropein (mg/kg) <0,0001 0,025 0,567
0-Agl (mg/kg) <0,0001 0,0311 0,2192
0O-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 0,0087 0,044
DMO-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 0,1387 0,717
(DMO-Agl-dA)ox (mg/kg) 0,0018 0,0468 0,8489
TyrOH (mg/kg) <0,0001 0,1722 0,7171
L-Agl (mg/kg) <0,0001 0,0023 0,0135
L-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 0,0364 0,0445
DML-Agl-dA (mg/kg) 0,0072 0,0609 0,514
(DML-Agl-dA)ox (mg/kg) 0,2092 0,1718 0,4431
Tyr (mg/kg) <0,0001 0,5079 0,701

Skupni biofenoli, dolo¢eni s HPLC 0,0001 0,0109 0,1874

P < 0,001: statisti¢no zelo visoko znacilen P <0,05: statisti¢no znacilen vpliv

vpliv P > 0,05: statisti¢no neznacilen vpliv

P <0,01: statisti¢no visoko znacilen vpliv

S: vpliv sorte: 'Istrska belica', 'Leccino’ in meSane sorte

T: vpliv skladi$¢enja: svezi vzorci; vzorci skladiS¢eni v zmrzovalniku pri —20 °C;vzorci
skladi$¢eni v hladilniku pri 8 °C

S*T: interakcija sorte in skladis¢enja



PRILOGA B: Proucevanje sprememb kemijskih parametrov v ekstra deviskem olj¢nem olju med
segrevanjem Rancimatu. Viri variabilnosti in statisticne znacilnosti njihovega vpliva.

ANNEX B: Investigation of changes in chemical paamters in ekstra virgin olive oil during heating
in Rancimat. Sources of variability and statistical characteristics of their influence.

Parameter Pg Pr Pgsr
kislost (ut. %) 0,0045 0,0016 0,0029
peroksidno Stevilo (mmol Oy/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Ko 0,0005 <0,0001 0,0003
K7 <0,0001 <0,0001 <0,0001
AK 0,049 <0,0001 0,0409
oksidacijska stabilnost (h) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 14:0 (ut. %) 0,0829 0,0829 0,0829
C 16:0 (ut. %) <0,0001 0,0052 0,0058
C 16:1 (ut. %) <0,0001 0,2001 0,6507
C 17:0 (ut. %) 0,0049 <0,0001 <0,0001
C 17:1 (ut. %) 1 1 1
C 18:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 18:1 (ut. %) 0,0003 0,1304 0,4211
C 18:2 (ut. %) 0,1218 <0,0001 <0,0001
C 18:3 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 20:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 20:1 (ut. %) <0,0001 0,1027 0,2504
C 22:0 (ut. %) 0,0037 0,0019 0,0024
C 24:0 (ut. %) 0,6564 0,0242 0,0724
a —tokoferol (mg/kg) 0,0014 <0,0001 0,0014
skupni biofenoli (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,0114
luteolin (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,1816
apigenin (mg/kg) <0,0001 0,1074 0,7396
lignans (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,0002
Ole (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
0O-Agl (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
L-Agl (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,0004
O-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
L-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
DMO-dA (mg/kg) 0,3747 <0,0001 0,3912
DML-dA (mg/kg) 0,0019 <0,0001 0,0596
TyrOH (mg/kg) 0,0047 0,0209 0,3615
Tyr (mg/kg) 0,0116 0,001 0,3755

P <0,001: statisticno zelo visoko znacilen vpliv S: vpliv sorte: 'Istrska belica', 'Leccino' in meSane

P <0,01: statisti¢no visoko znacilen vpliv sorte

P <0,05: statisticno znacilen vpliv P: vpliv segrevanja: pred segrevanjem in po njem

P > 0,05: statisticno neznacilen vpliv S*P: interakcija sorte in segrevanja



PRILOGA C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢inénem olju v
odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

ANNEX C1: Values of chemical parameters in extra virgin olive oil and in sunflower oil as a function of
heating time and temperature.
Temlzeratura Cas (h) Ekstra devisko olj¢no olje Sonéniéno olje
Parameter °C) Tstrska belica' "Leccino'
/ 0 0,15+0,01™ 0,10+0,01” 0,18+0,01 %
2 0,15+0,01"" 0,10+0,004 < 0,22+0,01 4"
S 100 4 0,15+0,01 %" 0,11+0,01¢ 0,29+0,01
°\n Babl Cal Abl
= 6 0,15 +0,004 0,11+0,01 0,36+0,01
by 8 0,16+0,01 " 0,12+0,01 0.42+0,01
% 2 0,16+0,01 B 0,11+0,01 “& 0,25+0,01 A
= 120 4 0,17+0,01 B 0,13+0,01 <™ 0,34+0,01 A
6 0,18+0,01 B 0,14+0,01 & 0,43+0,02 A&
8 0,18 +0,01 B 0,16 +0,01 ™ 0,51+0,01 A
/ 0 2,35+0,0754 2,82+0,054 1,55+0,07 "
. 2 2,40+0,12 % 3,95+0,15A% 3,12+0,13 Bk
T>, = 100 4 2,75+0,15 Bk 4,1240,154% 4,01+0,26
7 =, 6 3,39+0,18 ¢ 4,3340,13 Bk 4,64+0,23 A%
o
,g% 8 4,21£0,16* 5,32£0,18 %% 4,85+0,18 %
g g 2 1,04 +0,09 B¢ 1,15+0,08A¢ 0,44+0,05 ¢
g 4 0,76 £0,04 % 0,99+0,124" 0,38+0,03 M
Qq 180 b b b b . b b
Ahl Ail Bghl
6 0,76 +£0,04 0,80+0,03 0,40+0,02
8 0,73+0,03 2 0,79 +0,03 ! 0,32+0,03 !
/ 0 153+0,3"% 12,2 40,4 B®h 7,4+0,2 %
o 2 15,3 +0,2 44 12,6 +0,2 B! 7,5+0,3 "
3 100 4 14,9£0,3 " 12,1+£0,4 5 7,6+0,3"
E e 6 15,1+£0,24% 11,7404 5" 7,9+0,3
El 8 15,0 +0,3 A% 11,8+0,55" 8,2+0,5 !
S E 2 24,6+0,3 A 17,9 40,6 B 17,0+1,1 %
g 180 4 27,8 0,44 20,0+1,1% 22,0+1,5%
= 6 27,4 +0,7 B 20,1+1,1 % 29,541,848
8 28,4+0,8 5% 20,4+0,9™ 37,6+0,9 A%
/ 0 24,7+03" 23,5+0,55F 13,6+0,3 9
2 24,9+0,58 28,440,714 20,0+0,8
° 100 4 25,9+0,75 28,6 0,94 23,6+1,3
=% 6 28,6:£0,7 29,0:+0,7 4% 26,5+1,1
8 % b b 2 b 9 9
’2, S 8 31,8+0,5% 33,1£0,8"* 27,6£1,0<"
E g 2 28,8+0,64M 22,5+0,55¢ 18,7+0,9C1
= 180 4 30,8 £0,4 ek 23,940,750 23,541,550
6 30,4 £0,7 A 23,341,050 31,1+£1,84
8 31,3+0,75% 23,6+0,9¢" 38,9+1,04%
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem

olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

11,47 £0,01 B

12,92 +0,01 A&

Temperatura “ Ekstra devisko olj¢no olje «ex .
Parameter (F;C) Cas (b) 'Istrska belica' J ’Leciino‘ Sonénicno olje
/ 0 1,592 + 0,004 5% 1,550 + 0,007 < 4,020+0,007 A9
2 1,663 +0,006 ! 1,709+ 0,016 8% 4,309+0,019 A4
100 4 1,670 +0,011 <> 1,735+0,017 B¢ 4,473+0,010 A
. 6 1,675 +0,009 <! 1,821+0,0155" 4,589+0,022 A
Vi 8 1,727+0,010 1,864+0,023°" |  4,873+0,018""
2 1,752 +0,008 B 1,678 £0,011 B! 4,482+0,016 A
180 4 1,918 £0,018 Bk 1,830+ 0,025 “* 4,925+0,014 Atk
6 2,037+0,019 B¢ 1,959+ 0,029 & 5,411+0,029 A&
8 2,186+0,020 5% 2,125 40,025 5% 6,044+0,098 A%
/ 0 0,132 +0,004 54 0,097 + 0,002 2,754+0,004 A
2 0,134 + 0,004 B! 0,102 40,003 <! 2,825+0,007 A4
100 4 0,137 + 0,005 B! 0,104 + 0,005 2,832+0,008 A°!
R 6 0,138 0,006 5! 0,111+0,004 <! 2,840+0,016 4"
S 8 0,141+0,005 " 0,114+0,005 2,856+0,015"%
2 0,205 +0,012 Bk 0,230+ 0,012 Bk 2,984+0,045 A%
180 4 0,280+0,011 B 0,305+0,018 B 3,094+0,050 A
6 0,340 + 0,022 “& 0,372 40,022 B 3,196+0,029 A%
8 0,415+ 0,029 B* 0,447 + 0,020 B 3,330+0,025 A%
/ 0 0,02+ 0,00 5 0,01+ 0,005 0,07+0,00 2
2 0,01+0,01 B 0,01 + 0,00 B2 0,07+0,00 2%
100 4 0,01 0,00 Bk 0,01 + 0,00 B2 0,07+0,00 %
oG 6 0,01+ 0,00 Bk 0,01 +0,00 B2 0,07+0,00 A%
X% 8 0,01 +0,00 2% 0,01 + 0,00 B 0,07+0,01 A
o2 2 0,01 40,00 P 0,01+ 0,00 5% 0,07+0,00 A%
180 4 0,01 +0,00 B& 0,010,005 0,06+0,01 A*
6 0,01+0,01 Bek 0,01 +0,00 B 0,07+0,00 2%
8 0,02 +0,01 B 0,01 +0,00 B 0,07+0,00 A°h
/ 0 11,43+0,01 5" 12,85+ 0,01 A" 6,27+0,01 <"
2 11,42 +0,01 B 12,86 +0,01 A4 6,29+0,03 “k
100 4 11,43 +£0,01 B! 12,86 +0,01 A% 6,24+0,01 <
o @ 6 11,43 +0,01 Bk 12,87+0,01 A 6,28+0,01
=% 8 11,44+0,01 B 12,87 0,01 6,27+0,01 <"
o2 Bil Ahk cil
2 11,39+0,01 12,88+ 0,02 6,24+0,02
180 4 11,53 +0,01 B 12,84 +0,03 A1 6,32+0,02 “*
6 11,44 +0,01 Bk 12,94 + 0,03 A% 6,29+0,01 &
8

6,32+0,02 “*
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem

olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

3,15+0,01 B
3,16+0,01 2*

1,97 +0,01 “t&
1,98 + 0,004

4,28+(),02 Ak
430+0,04 A

Temperatura “ Ekstra devisko olj¢no olje «ex .
Parameter (F;C) Cas (b) 'Istrska belica' J ’Leciino‘ Sonénicno olje
/ 0 0,96+0,01 B 1,30+ 0,01 2 0,090,004 <
2 0,96 +0,01 B 1,29 +0,01 A% 0,09+0,01 “*
100 4 0,96 +0,01 B 1,29+ 0,01 A% 0,09+0,01 “*
- 6 0,96+0,01 ™ 1,29+0,01 A 0,09+0,01 “**
2 i 8 0,95+0,01 B2 1,29+0,01 A% 0,09+0,01 “*
o2 2 0,94 +0,01 B¢ 1,28 +0,01 A 0,09+0,01 “*
120 4 0,95+0,01 B¢ 1,28+ 0,01 A& 0,10+0,01 ™
6 0,95+0,01 B¢ 1,28+ 0,004 A& 0,09+0,004 <™
8 0,95+0,01 B 1,30+ 0,01 A% 0,09+0,004 “*
/ 0 0,06+ 0,00 A 0,04+ 0,00 < 0,05+0,01 B¢
2 0,06 +0,01 A% 0,05+0,01 B 0,05+0,004 Bk
100 4 0,05 £ 0,004 Ak 0,05+0,01 A% 0,05+0,00 4%
o~ 6 0,06 +0,01 4% 0,05+0,01 2% 0,05+0,01 B
= S 8 0,06 £ 0,00 A% 0,05 0,00 B 0.0520,01
©2 2 0,05+0,014¢ 0,04 +0,01 Be 0,05+0,004 A&
120 4 0,05+0,01 B& 0,04+ 0,00 “¢ 0,06+0A™
6 0,05+0,01 "¢ 0,04+0,01 A& 0,05+0,014¢
8 0,06 +0,01 A% 0,05 + 0,00 B 0,05+0,004 B¢
/ 0 0,09+0,01 B 0,10+0,01 A 0,03+0,004 <&
2 0,09 +0,01 B 0,10+0,01 A% 0,030 €
100 4 0,09 + 0,004 "B 0,10+0,01 4% 0,030,004 <
- 6 0,09 +0,004 > 0,10+0,01 4% 0,03+0,01 <
= e 8 0,09 = 0 B 0.10+0,01 A% 0,03£0,01 %
o2 2 0,10+0,01 A% 0,10+ 0,004 A 0,03+0,01 B
120 4 0,09+0,01 B 0,10+ 0,004 A 0,030 &
6 0,09 +0,01 A% 0,10+0,01 A% 0,03+0,004 B¢
8 0,09+0,01 B 0,10+ 0,004 A% 0,03+£0 “'e
/ 0 3,15+0,004 Bave 1,97 +0,01 <& 4,26+0,01 A"
2 3,15+0,01 B 1,97+0,01 < 4,30+0,02 4%
100 4 3,14+0,01 B 1,97+0,01 “* 4,24+0,02
o~ 6 3,14+0,01 " 1,97+0,01 “* 4,28+0,01 A%
x® i 8 3,15+0,01 B 1,97+0,01 < 4,28+0,02 A%
o2 2 3,13+0,01 3 1,97+0,01 & 4,23+0,01 A"
120 4 3,15+0,01 B 1,97 +0,01 & 4,31+0,02 A%
6
8
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem

olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

Temp;eratura Cas (h) Ekstra devisko olj¢no olje Sonénicno olje
Parameter 0 'Istrska belica' "Leccino'
/ 0 77,31£0,02% 77,61£0,01 " 22,30+0,01 "
2 77,32+0,01 % 77,64+0,01 22,27+0,02¢
100 4 77,31+0,01 % 77,64+0,03 22,34+0,04 <
- 6 77,33+0,01 ™ 77,64+0,02" 22,34+0,02"
6 X Bbel Aal Cal
25 8 77,31+0,01 77,65+ 0,02 22,35+0,04
O < 2 77,47 0,02 B 77,69 + 0,02 A& 22,35+0,03 ik
4 77,36 +0,03 B 77,75 + 0,02 A% 22,33+0,04 <"
180 Bgk Agk Cgk
6 77,45 +0,02 77,67 +0,02 22,39+0,03
8 77,36 +0,01 B 77,68 + 0,02 A& 22,42+0,03 “*
/ 0 5,40+0,01 BF 4,74+0,01 < 64,60+0,02 A0¢
2 5,41+0,01 B 4,71+0,01 <% 64,59+0,05 Ak
4 5,40+0,01 B 4,71+0,01 < 64,65+0,03 A%
100 Back Chek Acdk
S 6 5,40+0,01 4,70+0,01 64,57+0,04
< 8 5,39+0,01 Bk 4,69+ 0,03 °* 64,55+0,04 A%
©2 2 5,35+0,02 8¢ 4,67 +0,03 ¢ 64,63+0,03 A%
4 5,30 +0,02 3 4,66+0,01 ¢ 64,45+0,04 A1
180 Bhl Chl Aal
6 530+0,01 4,62+0,01 64,48+0,04
8 5,30+0,01 B 4,63+0,01 M 64,39+0,04 A1
/ 0 0,49 +0,01 B 0,59 +0,01 A 0,49+0,01 '
2 0,49 +0,01 Bak 0,58 +0,01 A% 0,49+0,01 B
4 0,49 +0,01 Bk 0,58+ 0,01 A% 0,49+0,004 B2
100 Babk Aak Bak
o 6 0,49+0,01 0,58+0,01 0,49+0,01
] ‘; 8 0,49 +0,01 Bk 0,59 +0,01 A% 0,48+0,01 B
O < 2 0,47+0,01 ¢ 0,57+0,01¢ 0,49+0,02 B
4 0,47+0,01 B¢ 0,56 +0,01 A" 0,48+0,02 Bk
180 Cgl Aghl Bfgk
6 0,47 +0,01 0,56+0,01 0,48+0,02
8 0,47+0,01 ¢ 0,55+0,01 A1 0,48+0,01 Bk
/ 0 0,53 +£0,01 A 0,35+0,01 B 0,30+0,01 ©*
Abk Bak Cbk
2 0,52 + 0,004 0,35+0,01 0,29+0,01
4 0,53 +0,01 Ak 0,35+0,01 B 0,29+0,01 2k
100 Aak Bak Cbk
3 6 0,53+0,01 0,35+ 0,004 0,28+0,01
8 °§ 8 0,53 +0,01 Ak 0,35+0,01 B 0,29+0,01 2k
© = 2 0,52+0,01 A% 0,35+0,01 B 0,28+0,01 ¢
120 4 0,52+0,01 A% 0,35+0,01 B 0,29+0,01
6 0,52 0,004 A1 0,35+0,01 B 0,29+0,02 e
8 0,53 +0,01 A% 0,35+0,01 B 0,29+0,01 &
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem

olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

, Temp;(gatura Cas (h) Ekstra devisko olj¢no olje Sonénicno olje
arameter °O 'Istrska belica' "Leccino'
/ 0 0,33+0,01 44 0,30+0,01 B 0,18+0,01 <f
2 0,32 +0,01 A% 0,30+0,01 Bk 0,18+0,01 “
100 4 0,32 0,004 A% 0,29 +0,01 B 0,18+0,01 “**
= 6 0,32+0,004 % 0,30+0,01 % 0,18+0,01 <
5 ; 8 0,33+0,01 A% 0,30+0,01 B 0,18+0,01 “*
O < 2 0,32+0,01 A% 0,30+ 0,01 Biek 0,18+0,01 ™
120 4 0,32+0,01 A% 0,30+0,01 B 0,18+0,02 ™
6 0,33 +0,01 A% 0,30 +0,01 Bfek 0,18+0,01 “™
8 0,33 +0,01 A% 0,30 +0,01 Bfek 0,18+0,01 “*
/ 0 0,17+0,01 B2 0,110,004 0,68+0,01 A
2 0,17+0,01 B 0,11+0,01 € 0,68+0,01 A%
100 4 0,17+0,01 B 0,10+0,01 <~ 0,67+0,01 4%
o5 6 0,17+0,01 >* 0,10+0,01 < 0,68+0,01 **
NI 8 0,16+0,01 5 0,10+ 0,01 <> 0,68+0,01 A%
©2 2 0,17 +0,01 Bk 0,10+0,01 <& 0,66+0,01 A
120 4 0,16+0,01 Bk 0,10+0,01 "k 0,69+0,02 A
6 0,16 +0,004 B 0,10+0,01 “ehk 0,68+0,01 4
8 0,17+0,01 B 0,11+0,01 “t& 0,68+0,02 Ak
/ 0 0,08 + 0,004 B° 0,04 +0,01 °h 0,23+0,01 2
2 0,09 +0,01 B 0,04 +0,01 < 0,23+0,004 A%
100 4 0,09 +0,01 B2 0,05+0,01 < 0,23+0,004 A
23O 6 0,08+0,01 ™ 0,04+0,01 " 0,23+0,01 **
ST 8 0,09+0,01 B2 0,04+0,01 " 0,23+0,01 A%
o2 2 0,08 +0,01 B 0,04 +0,01 “¢ 0,23+0,004 A
4 0,08 +0,01 B 0,04 +0,01 <& 0,23+0,02 A
180 Bfk Cfk Afk
6 0,08 +0,01 0,05 +0,000 0,23+0,01
8 0,09 +0,01 B 0,04 +0,01 & 0,23+0,01 A&
/ 0 965 266+ 14" 503114
2 916 229+13°% 505+14 4%
4 8846 229415 495+10 4%
S 100 Cabk Bbk Abl
S 6 90+6 221+ 14 465+15
5% 8 88 + 6 O 219 + 12 B 46641440
~ on
gE 2 78+4C¢ 215+ 16°% 48449 A
120 4 79 +4 ¢ 210+102¢ 486413 Ake
6 83 + 6 C 206 + 14 B 511+142%
8 79 +5¢ 179+ 9Bl 487+ 14 A%
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in soncinénem
olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

Temperatura

Ekstra devisko olj¢no olje

o Cas (h) Soncni¢no olje
Parameter ) "Tstrska belica' 'Leccino’
/ 0 12,9 £0,2 % 9,0+0,1 B
B 2 12,7 +0,1 A% 8,0+0,1 B
§ 5 100 4 12,2 40,1 Ak 7,8+0,1 Bk
beEs 6 11,940,2 A% 7,5+0,1 B
ko g 2% 8 11,6£0,2 A 7,4+0,2 8%
£osE 2 10,9+0,2 73+0,2"
s = 4 10,0+0,24" 6,7+0,2""
=4 180 Ail Bil
6 9,3+0,2 6,2£0,1
8 8,5+0,2M 5,740,225
/ 0 7,9+0,1 % 5,3+0,1%"
= B 2 7,3+0,14% 4,9+0,1 "%
5 Z 4 7,040,114 4,7+0,1%
E o8 100 Adk Bek
22D 6 6,8+0,2 4,7+0,2
2539 8 6,6+0,2 7% 440,15
- 2 6,4+0,17¢ 430,17
= £ Ahl Bhl
s = 4 5,7+0,1 3,8+0,1
=4 180 Ail Bil
2, 6 53+0,1 A 3,6+0,15
8 4,8+0,2M! 3,240,250
/ 0 5,740,149 4,0+0,15"
2 5,4+0,1 A% 4,0+0,] B
_ 100 4 5,1+0,14% 3,8+0,1 5%
% 6 5,0+0,14% 3,8+0,1 5%
°§ = 8 4,9+0,] Adk 3,7+0,1 Bk
e 2 20403 1.6+0,1°%
120 4 0,9+0,24" 0,8+0,1 5"
6 0,6 +0,241 0,5+0,1 B!
8 0,4+0,24 0,4+0,1°"
/ 0 455+ 8Mf 300+ 9 Baf 6+2 <
2 432 + 67 305 + 9 Bak 241¢"
RS 4 413 +7 A% 298 + 8 Bak 4+ Co0k
5= o 100 6 424+ g Ak 282+ 11 Bk 340 OOk
S e
53 % 8 341144 270410 %* 42 !
§ g E 2 405+9%¢ 266+ 65¢ 742 C
< N 180 4 361 104" 280+ 95" 643
6 342 +10M1 23341081 6+3
8 316+104 242+ 1281 g+3 ¢
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem

olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

, Tem;;;cgatura Cas (h) Ekstra devisko olj¢no olje Sonénicno olje
arameter (°C) 'Istrska belica' "Leccino'
/ 0 503,0+3,5%" 4432+ 6,8 ™"
2 385,7+8,1%" 2752+7,6"
! 4 3548 3,14 288,6+6,5™
g d 100 Adl Bdl
S ® 6 372,1+12,0 237,7+8,0
5 2% 8 260,3 +£4,8 228,3+8,85
= O
§ g E 2 495,4 +9,9 A 360,8 + 6,8 Bk
4 N 4 472.7+10,1 Ak 389,0+7,1 B
180 Ahk Bhik
6 477,2+12,7 353,8+ 14,75
8 412,049,775 346,2+ 14,1 B*
/ 0 6,6 0,15 7,3+0,1 4"
2 6,3+0,1 % 5,040,254
Ack Bedl
3 100 4 6,1i0,lAbl 5,1i0,1Bbl
£ 6 6,3+0,1 5,4+0,2
Z % 8 52024 52024
5 E 2 6,0+0,1 2 5,840,1 Bk
= 120 4 6,1+0,2 Bk 6,7+0,]1 A&k
6 6,5+0,2 4 6,6+ 0,3 A%
8 5,5+0,2 Bk 6,8 + 0,2 A%k
/ 0 6,2+0,14% 5,840,258
2 5,9+0,14% 4,4+0,28%
4 5,8+0,14% 4,6+0,1B*
100 Aal Bbk
= f?” 6 6,1+0,1 49+0,2
= 8 54+0,3% 4,5+0,25%
=& 2 6,0+0,1 ™ 4,5+0,1
120 4 6,2+0,2" 4,8+0,1 %%
6 6,6+£0,27% 4,5+0,2"%
8 5,702 4,4+0.2°
/ 0 0,37+0,01 B 0,83 +0,02 A4
2 0,33+0,01 B 0,63 +0,01 A%
& 100 4 0,34+0,01 B 0,68 + 0,02 A
2 5 6 0,35+0,01 B 0,75+ 0,03 A%
2% 8 0,34 +0,01 Bock 0,73 £ 0,03 Ab
£ g 2 0,30+0,01 "¢ 0,62 +0,02 A&
§ 4 0,29+0,01 B 0,62 +0,024¢
> 180 Bel Ahl
6 0,30+0,01 B¢ 0,55+ 0,02
8 0,24+0,01 " 0,51+0,021
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem
olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

, Temp;(gatura Cas (h) Ekstra devisko olj¢no olje Sonénicno olje
arameter ) 'Istrska belica' "Leccino'
/ 0 55,8+0,8 54 255,447,174
2 50,2+0,6 ! 158,3+ 6,0
< 100 4 45,5+0,75 166,4 +5,64%
35 6 50,5 0,9 5 126,6 5,54
<% 8 30,941,284 116,7+ 6,0
SE 2 162.1 £ 3,95 2141 +4,97%
= 120 4 189,7 + 5,0 B 230,1+ 5,8 A
6 183,1 +4,4 B 204,8+ 10,52
8 152,2+ 4,65k 191,6+ 10,1 A%
/ 0 22,540,344 8,2+0,358d
y 2 10,0 £0,2 4 8,1+0,3B%
% 100 4 11,4 +0,3 4% 8,7+0,2 5
° % 6 11,4 +0,4 4% 10,5+0,6 5"
2% 8 8,703 % 11,4£0,54
g E 2 53+0,281 8,0+ 0,3 AMk
A 120 4 6,6+0,2 5" 12,4 40,3 A&
6 7,2+0,25¢ 13,6 0,4 2™
8 7,240,258 13,9+0,52%
/ 0 26,1+0,9% 4,1+0,0%
2 22,3403 2,0+£0,1%%
4 16,1+0,2 1,3+0,15%
<< 100 Adk Bck
3 6 143+0,3 1,3+0,2
= % 8 9,7+0,3 1,240,15%
< g Agl BhI
S 2 1,4+0,0 1,3+0,2
120 4 0,7+0,0" 1,0+0,15!
6 0,9 +0,05" 1,440,148
8 0,8+0,05" 1,240,1 4%
/ 0 69,4+ 1,058 82,0+ 1,94
2 58,1+£1,04 435+1,15
< 100 4 51,8+ 1,174 48,240,958
I 6 65,0 +0,9 " 33,1+1,1%
<% 8 35,741,549 352+1,55
s E 2 199,44 6,5 76,14 1,07
a 180 4 209,6 + 4,04 82,4+ 1,6°%
6 216,2 +8,9 A% 74,6 +2,5 Bk
8 190,7 + 4,8 A 79,6+ 3,0 B¢
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Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem
olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

Temperatura “ Ekstra devisko olj¢no olje «ex .
Parameter (F‘)J 0} Cas (b) "Istrska belica' J ’Leciino‘ Soncnicno olje
/ 0 17,9 0,35 20,7+0,4 %"
y 2 14,0 £0,5 2% 13,240,454
% 100 4 15,4 +0,2 A% 14,1+0,35
3% 6 14,7 40,3 4 13,9+0,6 5
S 8 12,64 0,65 13,54 0,4 Acd
g' g 2 0+05¢ 17,240,621
a 120 4 0+058¢ 18,8 0,54
6 0+0"¢ 17,540,740
8 0+0"¢ 17,140,720k
/ 0 69,7+0,9 4 16,3+0,6"
2 58,2+0,5"% 12,340,358
100 4 57,1+0,7 4% 12,7+ 0,4 B
2D 6 57,9+11,94% 13,9+0,75"
5 = 8 43,3 +0,4 1% 13,540,558
JE 2 28,0+0,64 13,2+0,5 5k
120 4 29,5+0,94 14,9+ 0,4 B
6 352+1,17¢ 15,4+ 0,4 B
8 34,1+0,84" 17,5+0,7 5%
/ 0 70,3+0,9 4 4,6+0,25"
2 57,2 40,9 A% 3,1+0,1 8%
100 4 51,540,747 2,0+0,2 8%
e 6 40,1 0,6 2% 1,9+0,1 B
:étn"é) 8 28,0+ 1,04 1,3+0,28%
N 2 2,0£0,14¢ 1,2+0,1 5"
120 4 0,7+0,1 " 1,9+0,24¢
6 0,9 +0,05" 1,7+0,.24¢
8 0,6+0,05" 1,7+0,.24¢
/ 0 94,8 + 1,244 19,7+0,3 Baf
2 56,2+ 1,24% 11,3+0,2 5%
100 4 56,9+ 1,64 10,5+0,3 B
%8 6 64,1 £2,1 A% 10,8 0,3 Bk
<% 8 49,6+ 1,3 4% 10,6 £ 0,5 B
©8 2 36,2 +0,8 ¢ 83+0,20
180 4 11,5io,3Af’1 5,1io,4Bfl‘
6 7,740,640 3,940,451
8 4,7+0,34! 3,540,458

Se nadaljuje



Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem
olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

Temperatura Cas (h) Ekstra devisko oljcno olje Sonénicno olje
Parameter 0 'Istrska belica' 'Leccino’
/ 0 54,6 40,9 9,4+0,2%"
2 39,3£7,24% 6,7+0,3 P
4 28,9+0,6"% 7,3+0,3 ™
_ 100 Ack Bbk
— 6 33,4+0,7 72+03
o0 X Ack Bbk
<% 8 23,4+0,6 73403
- & 2 41,5+0,07¢ 41+0,2 B¢
4 4,6+03"" 3,6+£0,3 ™
180 Ahl Bil
6 50+0,2 2,7+0,2
8 3,8+0,24 2,0£0,2 %
/ 0 5,0+0,3 B 6,5+0,3 %"
2 4,4+0,3 B 4,9+0,47%
4 4,6+0,4 Bk 5,140,340k
R 100 6 4,6 +0,4 Bk 5,440,440
= on s s ) b}
2 B 8 4,203 B 5,040,240
2 E 2 41404 P 4.6+0378%
120 4 4,1+0,3 B¢ 4,9+0,3 4
6 4,2+0,3 Bek 4,5+0,3 4
8 3’5 :|:0,3 Bhl 4’4:|:0’4Ai1
/ 0 3,702 2,4+0,1 %"
2 3,340,147 1,8+0,2 %%
4 3,5+£0,24% 1,9+0,2 %%
£~ 100 Abk Bbk
=@ 6 3,5+0,2 2,0+0,1
(]
o 8 3,0+0,25% 2,0+0,2 Bo%
<E 2 3,140,240 1,8+0,2 B
< > > > >
120 4 3,24+0,2 A8k 1,9+0,2 Bek
6 3,540,248 1,9+0,3 Bek
8 3,0+£0,240% 1,9+0,4 B
= / 0 11,0+0,6" 13,2404
2 2 12,3£0,6%* 13,1£0,5*"
£ 4 12,8409 13,0+0,74
< —~ 100 Abk Bbl
5 2 6 152+1,1 12,6 1,0
2 .2E 8 16,8408 16,7+ 1,6
g & 2 12,8 +0,6 5% 14,6+ 0,5
£z 4 14,4 +£1,0 14,8+ 0,6 &
2 180 Bgk Ahk
g 6 14,7+1,1 16,5+0,8
8 18,5+1,0A% 16,9+ 0,9 B

Se nadaljuje



Nadaljevanje priloge C1: Vrednosti kemijskih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in son¢incnem

olju v odvisnosti od ¢asa in temperature segrevanja.

Parameter Tem(p;(g;uura Cas (h) ; Ekstrall d’eviéko olj érfo 01j<.3 | Sonénicno olje
strska belica Leccino
_ / 0 0,091 0,005 0,076 = 0,002
g 2 0,082 = 0,004 0,076 = 0,003
£ 100 4 0,078 £ 0,006 0,077 £ 0,004
Sa 6 0,066 +0,005 0,080 + 0,007
Z % 2 8 0,059 +0,003 0,060 = 0,006
g = 2 0,079 +0,004 0,069 + 0,002
Z 180 4 0,070 £0,005 0,068 = 0,003
= 6 0,068 = 0,005 0,061 = 0,003
N 8 0,054 £ 0,003 0,059 = 0,003

A B.C Statisti¢no znagilne razlike v isti vrstici so podane z razliénimi velikimi érkami (P < 0,05).

a b d e Statistiéno znadilne razlike posameznega parametra pri temperaturi 100 °C v istem stolpcu so

podane z razliénimi malimi ¢rkami (P < 0,05).

e hiJ Statistiéno znaGilne razlike posameznega parametra pri temperaturi 180 °C v istem stolpcu so

podane z razli¢nimi malimi ¢rkami (P < 0,05).

k1 Statisti¢no znatilne razlike posameznega parametra pri dolo¢enem &asu v istem stolpcu so podane z

razli¢nimi malimi ¢rkami (P < 0,05).




PRILOGA C2: Proucevanje vpliva temperature in casa segrevanja na kemijske parametre v ekstra
deviskem oljénem olju in son¢ni¢nem olju. Viri variabilnosti in statisticne znacilnosti

njihovega.

ANNEX C2: Irleestiaggion of the influence of heating time and temperature on chemical parameters in
ekstra virgin olive oil. Sources of variability and statistical characteristics of their
influence.

Parameter Po Py Pc Postec

Kislost (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Peroksidno stevilo (mmol O,/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-anisidinsko Stevilo (meq/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Totoks Stevilo (meq/kg) <0,0001 0,5116 <0,0001 <0,0001
Kosy <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Ko7o <0,0001 <0,0001 0,0171 0,6757
C 14:0 (ut. %) <0,0001 0,5442 0,0002 0,0005
C 16:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 16:1 (ut. %) <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001
C 17:0 (ut. %) <0,0001 0,0021 <0,0001 <0,0001
C 17:1 (ut. %) <0,0001 0,07 0,4316 0,5493
C 18:0 (ut. %) <0,0001 0,1769 <0,0001 <0,0001
C 18:1 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 18:2 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 18:3 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 20:0 (ut. %) <0,0001 0,6006 0,0009 0,7662
C 20:1 (ut. %) <0,0001 0,2952 0,4374 0,9555
C 22:0 (ut. %) <0,0001 0,5082 0,0173 <0,0001
C 24:0 (ut. %) <0,0001 0,8108 0,115 <0,0001
a-tokoferol (mg/kg) <0,0001 0,0003 <0,0001 <0,0001
Klorofilni pigmenti z metodo po <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Pokornyju (mg/kg)

Klorofilni pigmenti z metodo po| <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Minguez —Mosqueri (mg/kg)

Karotenoidi (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Skupni biofenoli z metodo FC (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Hidroksitirosol (mg/kg) 0,9863 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tirosol (mg/kg) <0,0001 0,0003 <0,0001 <0,0001
Vanilinska kislina (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
DMO-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(DMO-Agl-dA)ox (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
O-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
DML-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(DML-Agl-dA)ox (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Lignani (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
L-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
O-Agl (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Se nadaljuje



Nadaljevanje priloge C2: Proucevanje vpliva temperature in ¢asa segrevanja na kemijske parametre v
ekstra deviskem oljénem olju in son¢ni¢nem olju. Viri variabilnosti in statistiCne znacilnosti njihovega.

Parameter Po Pr Pc Posr=c
L-Agl (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Luteolin (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Apigenin (mg/kg) <0,0001 0,0641 <0,0001 0,3013
Skupni biofenoli z metodo HPLC| <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(mg/kg)
Antioksidacijska aktivnost I5o (mg/mL) 0,0011 <0,0001 <0,0001 <0,0001
P<0,001 statisticno zelo visoko znacilen vpliv
P <0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv
P <0,05 statisti¢no znacilen vpliv
P> 0,05 statisticno ne znacilen vpliv
O: vpliv olja: ekstra devisko olj¢no olje sorte Istrska belica', ekstra devisko olj¢no olje sorte
'Leccino', son¢ni¢no olje
T: vpliv temperature segrevanja: 100 °C in 180 °C
C: vpliv ¢asa segrevanja: 0, 2, 4, 6 in 8 ur

O*C*T interakcija vplivov olja, temperature segrevanja in ¢asa segrevanja



PRILOGA D1: Spremembe proucevanih parametrov v ekstra deviskem oljénem olju in sonéni¢nem
olju po stournem segrevanju pri 180 °C
ANNEX D1: Changes of investigated parameters in extra virgin olive oil and sunflower oil after
heating for 100 hours at 180 °C
. Olje
Parameter Olje
Pred segrevanjem Po segrevanju
IB 0.15+ 0.01°® 0.48+ 0.07°*
kislost (ut. %) L 0.095+ 0.005°8 0.82+ 0.04™
S 0.18+ 0.01°® 132+ 0.11*
IB 2.0+ 0.08 0.7+ 0.13%®
peroksidno Stevilo bA aB
(mmol O,/kg) L 2.5+ 0.08 0.6+ 0.10
S 3.4+ 0.09% 0.4+ 0.03°
IB 143+ 0.3%8 37.4+ 1.4
p-anisidinsko Stevilo bB bA
(meq/kg) L 8.1+ 0.2 368+ 1.5
S 51+ 0.1°F 98.9+ 42%
IB 223+ 0,4°% 402+ 1.1%
totoks Stevilo (meqg/kg) L 179+ 05 393+ 1.2
S 18.8+ 0.5 100.5+ 4.1%
IB 1.594 + 0.003°® 3.166 + 0.036°*
K232 L 1.417 + 0.006°® 3.469+ 0.048 %
S 5361+ 0.014°8 11.538+ 0.192*
IB 0.124 + 0.003 °® 0.820+ 0.032°*
K270 L 0.092+ 0.004 B 1.055+ 0.034%
S 1.258 £ 0.009°® 2,692+ 0.053%
IB -0.001 + 0.0002°* 0.053 + 0.004°*
dK L 0.000 + 0.000°* 0.057+ 0.003°
S 0.138+ 0.001°* 0.174+ 0.002°*
IB 0+ 0% 0.01+ 0%
C 6:0 (ut. %) L 0+ 0% 0.02+ 0%
S 0+ 0B 0.01+ 0
IB 0+ 0 0.04+ 0.004"*
C 8:0 (ut. %) L 0+ 0% 0.05+ 0.005"
S 0+ 0% 0.10+ 0.008%
1B 0.01+ 0% 0.01+ 0"
C 14:0 (ut. %) L 0.01+ 0 0.01+ 0
S 007+ 0% 0.07+ 0%
1B 11.20+ 0.015°® 11.58+ 0.110°*
C 16:0 (ut. %) L 12.17+ 0.005°® 12.65+ 0.073**
S 6.23+ 0.004°E 6.59+ 0.079°4

Se nadaljuje



Nadaljevanje priloge D1: Spremembe proucevanih parametrov v ekstra deviskem oljcnem olju in
son¢ni¢nem olju po stournem segrevanju pri 180 °C

Parameter Olje Olje
Pred segrevanjem Po segrevanju
IB 0.97+ 0.015" 0.97+ 0.005"
C 16:1 (ut. %) L 1.110+ 0.005** 1.110+ 0.005%
S 0.09+ 0.005°* 0.10+ 0.004*
IB 0.05+ 0.004°* 0.06 + 0.005**
C 17:0 (ut. %) L 0.050+ 0.004** 0.050 + 0.005*
S 0.04+ 0.005% 0.05+ 0.006*
IB 0.10+ 0.004°* 0.10+ 0.006**
C 17:1 (ut. %) L 0.100+ 0.006* 0.100+ 0.006*
S 0.03+ 0 0.03+ 0.004°*
IB 297+ 0.010"® 3.07+ 0.012"
C 18:0 (ut. %) L 2.150+ 0.006® 2230+ 0.0284
S 3.44+ 0.005%® 3.64+ 0.020**
IB 78.02+ 0.022° 77.87+ 0.0598
C 18:1 (ut. %) L 77.800+ 0.011°* 77.760+ 0.017°8
S 21.05+ 0.004°® 21.96+ 0.042°*
IB 5.10+ 0.004°* 430+ 0.040°8
C 18:2 (ut. %) L 5.11+ 0.005°* 4.18+ 0.035"8
S 66.94+ 0.005* 64.78 + 0.340°8
IB 0.51+ 0.005% 0.33+ 0.030°®
C 18:3 (ut. %) L 0.62+ 0.005%* 0.37+ 0.046®
S 0.09+ 0.004* 0.08+ 0.005"
IB 0.51+ 0.006%® 0.53+ 0.006**
C 20:0 (ut. %) L 0.38+ 0.004°® 0.40+ 0.009°*
S 0.23+ 0.004 " 0.25+ 0.008*
IB 0.32+ 0.005°® 0.36+ 0.005**
C 20:1 (ut. %) L 032+ 0.004°® 0.35+ 0.009**
S 0.16+ 0.004" 0.15+ 0.004"®
IB 0.16+ 0.004°® 0.17+ 0.005%*
C 22:0 (ut. %) L 0.12+ 0.000°* 0.12+ 0.004°*
S 0.68+ 0.004* 0.72+ 0.023**
IB 0.08+ 0.005"® 0.09+ 0.004°*
C 24:0 (ut. %) L 0.06+ 0.004°* 0.06 + 0.005*
S 0.25+ 0.004* 0.13+ 0.017%®
" . IB 0+ 0% 0.52+ 0.005°*
druge mascobne kisline B bA
(ut. %) L 0+ 0 0.540 + 0.007
S 0.69+ 0.005* 135+ 0.186**
klorofilni pigmenti z metodo po| IB 16.8+ 0.1* 1.7+ 0.5%
Pokornyju (mg/kg) L 10.5+ 0.06" 09+ 0.3

Se nadaljuje



Nadaljevanje priloge D1: Spremembe proucevanih parametrov v ekstra deviskem oljcnem olju in
son¢ni¢nem olju po stournem segrevanju pri 180 °C

. Olje
Parameter Olje
Pred segrevanjem Po segrevanju
klorofilni pigmenti z metodo po| IB 9.8+ 0.4 12+0.1°®
Minguez-Mosqueri (mg/kg) L 7.1+ 0.1°% 0.8+ 0.08"8
- IB 53+0.1% 12+02°%
karotenoidi (mg/k
(mg/ke) L 57+ 02% 1.6+0.1%
IB 98+ 5.6 60+ 6.1
a-tokoferol (mg/kg) L 186+ 7.7 118+ 7.7%
S 519+ 1324 451+ 158
skupni biofenoli z metodo FC| IB 307+ 6* 66+ 11
(mg/kg) L 153+ 6% 23+ 6"
» » IB 0.6+ 0.01°% 0+0%
ivanilinska kislina (mg/k
(mg/ke) L 0.9+ 0.030" 0.1+ 0.024°
Aa Ab
luteolin (mg/kg) IB 4.6+ 0.09 0.1+ 0.02
L 43+ 028 0.04 + 0.005 B°
. IB 3.5+ 0.064 1.4+ 024
apigenin (mg/kg)
L 2.1+0.18 0.5+0.15
Aa Ab
lignani (mg/kg) IB 32.8+ 0.6 20.7+ 3.0
L 228+ 138 159+ 3.95°
IB 0+ 02 0.1+ 0.014¢
Ole (mg/k
(mg/ke) L 0+ 0" 0+ 05
Aa Ab
O-Agl-A (mg/kg) IB 525+ 1.0 0.6+ 0.09
L 7.7+ 038 0.3+ 0.065°
IB 10.5+ 0.1 170+ 0240
0-Agl-dA (mg/k
g (mg/ke) L 1.8+ 0.09" 0.8+ 0.1
Ba Ab
DMO-Agl- dA (mg/kg) IB 31.1+ 0.51 1.2+0.2
L 482+ 194 0.3+ 0.065
Aa Ab
(DMO-Agl- dA)ox (mg/kg) 1B 113+0.2 0+0
L 42+ 028 0+ 04
IB 8.8+ 0.1 0.3+ 0.044°
TyrOH (mg/k
yrOH (mg/ke) L 4.1+038 0.2+ 0.05°
Aa Ab
L AglA (mg/kg) IB 19.0+ 0.4 13+02
L 5.5+ 025 0.3+ 0.085°
Aa Ab
L-Agl-dA (mgk) IB 33.6+ 0.8 42+0.7
L 3.8+ 025 3.7+ 091
Aa Aa
DML-Agl-dA (mg/ke) 1B 26.5+ 0.4 24.4+ 4.0
L 18.7+ 0.4 8.1+ 1.7%
Aa Ab
(DML-Agl- dAYox (mg/kg) IB 135+ 0.2 73+ 1.1
L 12.0+ 0.4 5 7.1+ 1.74°

Se nadaljuje




Nadaljevanje priloge D1: Spremembe proucevanih parametrov v ekstra deviskem oljcnem olju in
son¢ni¢nem olju po stournem segrevanju pri 180 °C

) Olje
Parameter Olje
Pred segrevanjem Po segrevanju
IB 8.4+ (.08 3.5+ 0472
Tyr (mg/k
yr (me/ke) L 5.0+ 028 1.7+ 035
skupni  biofenoli z metodo| IB 270.7+ 43 126.0+ 20.0%®
HPLC (mg/kg) L 1412+ 520 613+ 17.8
antioksidacijska u¢inkovitost Iso| IB 193+ 0.7*8 309.3+ 8.5*
(mg/mL) L 36.7+ 0.6 536.2+ 7.2
IB 50.8+ 3.0 256+ 1.6%
indukcijski Gas (h) L 42,6+ 1.5% 25.1+ 1.9
S 53+ 0.06 42+ 0.3

Olje: IB: Ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Istrska belica; L: Ekstra devisko olj¢no olje sorte sorte
'"Leccino'; S: sonénicno olje

P¢ Srednje vrednosti posameznega parametra v istem stolpcu, ki v oznaki nimajo enake nobene
od ¢rk, se statisti¢no znacilno razlikujejo (P < 0,05).

A8 Srednje vrednosti v isti vrstici, ki v oznaki nimajo enake nobene od ¢rk, se statistiéno
znacilno razlikujejo



PRILOGA D2: Vpliv stournega segrevanja pri 180 °C na kemijske parametre v ekstra deviskem oljénem
olju in son¢ni¢nem olju. Viri variabilnosti in statisticne znacilnosti njihovega vpliva na
kemijske parametre.

ANNEX D2: Influence of heating for 100 hours at 180 °C on chemical parameters in extra virgin olive
and oil sunflower oil. Sources of variability and statistical characteristics of their influence
on chemical parameters.

Parameter Po Pp Posp
kislost (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
peroksidno Stevilo (mmol O,/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-anisidinsko Stevilo (meq/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
totoks Stevilo (meq/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
K232 <0,0001 <0,0001 <0,0001
K270 <0,0001 <0,0001 <0,0001
dK <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 6:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 8:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 14:0 (ut. %) <0,0001 - -

C 16:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 0,0626
C 16:1 (ut. %) <0,0001 0,4871 0,6308
C 17:0 (ut. %) 0,003 0,0141 0,483
C 17:1 (ut. %) <0,0001 1 0,7288
C 18:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 18:1 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 18:2 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 18:3 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 20:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 0,6407
C 20:1 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 22:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 24:0 (ut. %) <0,0001 <0,0001 <0,0001
druge mascobne kisline (ut. %) <0,0001 <0,0001 0,0507
klorofilni pigmenti z metodo po Pokornyju (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
klorofilni pigmenti z metodo po Minguez-Mosqueri (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
karotenoidi (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,8819
a-tokoferol (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,0009
skupni biofenoli z metodo FC (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
vanilinska kislina (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
luteolin (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,0144
apigenin (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,0013
lignani (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,027
Ole (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
O-Agl-A (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
O-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
DMO-Agl- dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
(DMO-Agl- dA)ox (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
TyrOH (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001

Se nadaljuje




Nadaljevanje priloge D2: Vpliv stournega segrevanja pri 180 °C na kemijske parametre v ekstra deviskem
oljcnem olju in sonéni¢nem olju. Viri variabilnosti in statisticne znacilnosti njihovega vpliva na kemijske
parametre.

Parameter Po Pp Po«p
L-Agl-A (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
L-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
DML-Agl-dA (mg/kg) <0,0001 <0,0001 0,0001
(DML-Agl- dA)ox (mg/kg) 0,0582 <0,0001 0,1591
Tyr (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
skupni biofenoli z metodo HPLC (mg/kg) <0,0001 <0,0001 <0,0001
indukcijski ¢as (h) <0,0001 <0,0001 <0,0001

P <0,001 statisticno zelo visoko znacilen vpliv

P <0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv

P <0,05 statisticno znacilen vpliv

P > 0,05 statisticno ne znacilen vpliv

O: vpliv olja: ekstra devisko olj¢no olje sorte 'Istrska belica', ekstra devisko olj¢no olje sorte

'Leccino', son¢nicno olje
P: vpliv segrevanja: pred segrevanjem, po segrevanju
O*P: interakcija vplivov olja in segrevanja



