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V raziskavi smo proucevali vpliv tehnoloskih postopkov na kakovost namiznih oljk
Slovenske Istre sort 'Storta' in 'Istrska belica'. Spremljali smo antioksidativno
ucinkovitost ter vsebnost in sestavo biofenolov s poudarkom na hidroksitirosolu in
tirosolu, identificirali smo nekatere znacilne vrste kvasovk, ki vodijo spontano
fermentacijo namiznih oljk in kon¢ni izdelek tudi senzori¢no ovrednotili. Predelavo
namiznih oljk smo izvedli na tradicionalni in modificirani Spanski nacin in med
predelavo spremljali fizikalnokemijske parametre kakovosti, ki jih predpisuje Trzni
standard o namiznih oljkah (Trade standard applying to table olives, 2004).
Ugotovili smo, da imajo vzorci namiznih oljk, predelanih na tradicionalni nacin,
vecjo antioksidativno ucinkovitost in vsebnost skupnih biofenolov, hidroksitirosola
in tirosola kot wvzorci, predelani na modificirani Spanski nacin. Rezultati
mikrobioloSke raziskave in identifikacije mikroorganizmov so pokazali, da
kvasovke vodijo fermentacijo namiznih oljk Slovenske Istre. S kombinacijo
molekularno bioloske metode, PCR-RFLP regije ITS in tradicionalne metode
identifikacije kvasovk smo identificirali naslednje vrste kvasovk: Pichia anomala,
Cryptococcus adeliensis, Metschnikowia pulcherrima, Aureobasidium pullulans,
Candida oleophila in Rhodotorula mucilaginosa. Senzori¢na analiza namiznih oljk
po 60 in 180 dneh fermentacije je pokazala, da so namizne oljke, predelane na
tradicionalni nacin, v primerjavi z vzorci, predelanimi na modificirani §panski nacin,
bolj grenke, trde in vlaknate. Na podlagi senzori¢nega ocenjevanja smo ugotovili, da
je tradicionalni nacin predelave bolj primeren za predelavo namiznih oljk Slovenske
Istre, saj tudi po 180 dneh fermentacije namizne oljke ohranijo primerne senzoricne
znacilnosti.
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The influence of two production technologies on the quality of “Storta” and “Istrska
belica” table olives from Slovenian Istria was studied. The amount of biophenols,
hydroxytyrosol, tyrosol and antioxidant activity was evaluated. The leading
microorganisms in spontaneous fermentation were yeasts. Several species of yeast
were isolated and identified. Sensory characteristics of table olives were determined.
Table olives were processed using Slovenian traditional and a modified Spanish
style production technology. Physico-chemical parameters in accordance with Trade
standard applying to table olives (2004) were studied. Values of total biophenols,
hydroxytyrosol and tyrosol determined in table olives produced with traditional
technology were higher than in table olives produced with the modified Spanish
style technology. The highest antioxidant activity was determined in table olives
processed with traditional technology. The results of this work showed that only
yeasts play an essential role in fermentation of table olives from Slovenian Istria.
Pichia anomala, Cryptococcus adeliensis, Metschnikowia pulcherrima,
Aureobasidium pullulans, Candida oleophila and Rhodotorula mucilaginosa were
isolated and identified according to restriction analysis of the PCR amplicons ITS
and 5.8S rDNA and biochemical tests. To evaluate the influence of production
technolgy on the quality of table olives sensory assessment was performed. The
bitterness, hardness and fibrousness of table olives, that were processed 60 and 180
days using the traditional production technology, were more intensive compared to
the intensities of samples produced with the modified Spanish style. According to
the results of our research, the traditional production technology was better for
processing the two local olive varieties from Slovenian Istria, because even after 180
days they preserved appropriate bitterness, hardness and fibrousness that made them
suitable for consumption.
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fermentacije; povprecne vrednosti median dveh letnikov 66
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KAZALO PRILOG

Karakterizacija plodov pred predelavo. Rezultati doloCitve vsebnosti
biofenolov in mikrobioloske analize plodov

Rezultati fizikalnokemijskih in mikrobioloskih analiz namiznih oljk
Rezultati vsebnosti biofenolov in antioksidativna u¢inkovitost namiznih oljk
Umeritvena krivulja za spektrofotometricno dolocevanje vsebnosti skupnih
biofenolov

Kromatogram HPLC dolo¢itve biofenolov v plodovih sorte 'Storta' pred
predelavo, letnik 2006

Kromatogram HPLC dologitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta’,
predelanih na tradicionalni nacin, po 60-ih dneh fermentacije, letnik 2006
Kromatogram HPLC dologitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta',
predelanih na modificirani Spanski nacin, po 60-ih dneh fermentacije, letnik
2006

Kromatogram HPLC dologitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta',
predelanih na tradicionalni nacin, po 180-ih dneh fermentacije, letnik 2006
Kromatogram HPLC dologitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta’,
predelanih na modificirani Spanski nacin, po 180-ih dneh fermentacije,
letnik 2006

Restrikcijski fragmenti

Rezultati senzoricnega ocenjevanja namiznih oljk

Ocenjevalni list (Sensory analysis of table olives, 2008)

Suha snov v vzorcih plodov in namiznih oljk
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

3,4-DHPEA 3,4-dihidroksifeniletanol (hidroksitirosol)

3,4-DHPEA-EA 3,4-dihidroksifeniletanol-elenolna kislina (olevropein aglikon)

3,4-DHPEA-EDA 3,4-dihidroksifeniletanol-dialdehidna oblika elenolne kisline
(dialdehidna oblika olevropein aglikona)

ARP protiradikalska moc¢

DNA deoksiribonukleinska kislina

DPP dobra proizvodna praksa

FC Folin Ciocalteu

Gluc glukoza

HMG-CoA 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA
HPLC tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti
1B sorta 'Istrska belica'

10C International Olive Council

MRS De Man, Rogosa and Sharp agar
NA nutrient agar

OoGY oxytetracycline glucose yeast agar
PCR verizna reakcija s polimerazo
p-HPEA p-hidroksifniletanol (tirosol)

rDNA ribosomska DNA

RFLP polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov
Rha ramnoza

S sorta 'Storta'

SP modificirani Spanski nacin predelave
TP tradicionalni nacin predelave

Tyr tirosol

TyrOH hidroksitirosol

YM yeast mould agar
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1 UVOD

Plodovi oljke so eni redkih sadezev, ki niso neposredno uzitni ob obiranju. Oljke je
potrebno s primerno tehnologijo predelave razgreniti in fermentirati, saj so zelo grenke in
trpke. Grenkoba je posledica velike vsebnosti antioksidantov, med katerimi prevladuje
olevropein. Na neprijeten okus vplivajo tudi voski, lignini, celuloza in glukozidi. Znanih je
veliko postopkov predelave namiznih oljk. V svetu so najbolj razsirjeni Spanski nacin za
predelavo zelenih namiznih oljk ter naravni in kalifornijski nacin za predelavo ¢rnih oljk.
Poleg teh je v uporabi Se veliko tradicionalnih postopkov, ki so se ohranili z ustnimi
izro€ili, zapisov o njih pa skorajda ni.

Proizvodnja namiznih oljk se v svetu moc¢no povecuje. Glede na podatke Mednarodnega
sveta za oljke (IOC) se je svetovna proizvodnja namiznih oljk povecala iz 950 tiso¢ ton v
letu 1990 na 2 milijona ton v letu 2008.

Clanice Evropske unije so v letu 2008 predelale 34 % svetovne proizvodnje namiznih oljk
oziroma 694 tiso¢ ton. Glavnina proizvodnje znotraj Evropske unije se predela v Spaniji
(68 %), Greiji (17 %) in Italiji (12 %). Poleg Egipta, Turcije, Maroka in Sirije so glavni
proizvajalci namiznih oljk e AlZirija, Argentina, Peru, ZDA, Cile in Jordanija.

Na slovenskem trgu uvozimo letno 400 ton namiznih oljk (brez slanice), od teh je 350 ton
iz drzav Clanic EU in 50 ton iz drugih drzav. Namizne oljke predelujemo tudi v Sloveniji,
vendar je proizvodnja majhna, po ocenah je manj kot 1 % plodov predelanih v namizne
oljke. V Sloveniji (v Slovenski Istri) je zasajenih 1561 ha olj¢nikov oziroma 416 tiso¢
dreves (Bandelj Mavsar in sod., 2008). Letno se pridela od 2000 do 2500 ton plodov in
predela od 400 do 500 ton olj¢nega olja. Najbolj razsirjena sorta v Slovenski Istri je 'Istrska
belica' (63 %), sledijo "Leccino' (25 %), 'Pendolino’ (3 %), 'Crnica’ (2 %) in druge sorte
(npr. 'Buga', 'Storta', 'Mata', 'Frantoio', 'Maurino', 'Itrana’, "Leccione' in druge). Sorte, kot so
'Ascolana tenera', 'Santa Caterina' in 'Storta', so primerne za predelavo v namizne oljke
predvsem zaradi ugodnega razmerja mezokarp/endokarp. Ze Carlo Hugues (Hodevar,
2005) je v knjigi Oljkarstvo v Istri opisal tri sorte ('Piranska kriva' ali 'Storta’, 'Piranska
mata' in 'Piranska zizula') kot primerne za predelavo v namizne oljke in za nadaljnje
gojenje v Istri. Navedene sorte uspevajo v Slovenski Istri, a so prisotne v zelo majhnem
delezu. Tudi zaradi tega je predelava namiznih oljk Se omejena in na ravni domace obrti.
Namizne oljke Slovenske Istre so od leta 2008 registrirane z zasCiteno oznacbo porekla.
Posebnosti namiznih oljk so pogojene s podnebnimi pogoji, sortami, takojS$njo predelavo,
tehnologijo predelave s pripravo slanice iz Piranske soli z zas¢iteno oznacbo porekla ter
kontroliranim varstvom pred skodljivci (integrirana ali ekoloSka pridelava oljk).

Namizne oljke predelamo iz zdravih plodov (Olea europaea L.) primerne kakovosti.
Plodovi morajo biti primeme velikosti in oblike, pomembno je razmerje
mezokarp/endokarp (meso/koscica). Predelane oljke morajo biti primerne konsistence
oziroma teksture in okusa. Pomembno je tudi, da se koscica lepo in z lahkoto lo¢i od mesa
(Trade standard applying to table olives, 2004).

Oljke so vir biofenolov, ki kot naravni antioksidanti $¢itijo plodove, predelano olj¢no olje
in namizne oljke pred oksidacijo. Vplivajo tudi na grenak okus namiznih oljk in prispevajo
k pikantnosti pridobljenega deviskega oljcnega olja. Vsebnost in sestava biofenolov
namiznih oljk je zelo kompleksna. Odvisna je od sorte, stopnje zrelosti in tehnoloskega
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nacina predelave oljk (Boskou in sod., 2006). Vsebnost olevropeina se s stopnjo zrelosti
plodov postopoma zmanjsSuje. Hkrati pa se poveCuje vsebnost hidroksitirosola, tirosola in
drugih derivatov olevropeina, ki prevladujejo v dozorelih in Ze ¢rno obarvanih plodovih.
Olevropein je nosilec grenkega okusa, zaradi katerega so nepredelane oljke senzori¢no
nesprejemljive (Romero in sod., 2004). Zato je nujno, da v procesu priprave namiznih oljk
zmanjSamo vsebnost teh spojin. Pri tem se posluzujemo razli¢nih tehnoloskih postopkov.
Spanski nacin predelave zelenih oljk in griki na¢in predelave ¢rnih oljk sta zelo razsirjena
in se uporabljata tako v industrijskem kot tudi v obrtnem merilu.

Pri Spanskem nacinu oljke najprej namakajo v bazicnem mediju (lugu) in nato sledi
mlecnokislinska fermentacija v slanici. Pri grSkem nacinu pa oljke namakajo najprej v vodi
in jih zatem fermentirajo v slanici. Ne glede na razli¢na postopka se med tehnoloSkim
procesom spremeni sestava in vsebnost naravno prisotnih biofenolov (Blekas in sod.,
2002).

Iz opravljenih raziskav razli¢nih raziskovalcev je razvidno, da je kakovost namiznih oljk
odvisna od sorte, na¢ina oziroma tehnologije predelave in letnika ter pogojev pridelave
oljk. Ker v Sloveniji podobna raziskava, s katero bi se seznanili o kakovosti nasih
namiznih oljk, Se ni bila opravljena, smo si v okviru predlozene disertacije zastavili cilj
prouciti vpliv dveh tehnoloskih postopkov predelave oljk na kakovost izdelka.

1.1  NAMEN DELA IN RAZISKOVALNE HIPOTEZE

V okviru raziskave smo oljke dveh sort, 'Storta' in 'Istrska belica', predelali v namizne oljke
na dva nacina, in sicer na tradicionalni in na modificirani $panski nacin predelave.

Cilji raziskave so bili naslednji:
e dolociti fizikalnokemijske parametre kakovosti namiznih oljk s poudarkom na
naravno prisotnih antioksidantih;
e spremljati in identificirati mikroorganizme, ki vodijo spontano fermentacijo
namiznih oljk;
e senzori¢no ovrednotiti kakovost namiznih oljk.

Ob zastavitvi raziskave smo postavili naslednje hipoteze:

e tehnologija predelave vpliva na kakovost namiznih oljk: na vsebnost in sestavo
biofenolov, na antioksidativno u¢inkovitost, na razvoj naravne mikrobne populacije
in na senzori¢ne znacilnosti namiznih oljk;

e namizne oljke sorte 'Istrska belica' bodo vsebovale ve¢ biofenolov kot namizne
oljke sorte 'Storta';

e vsebnost biofenolov vpliva na zaznavo grenkega okusa v namiznih oljkah;

e vsebnost biofenolov vpliva na prisotnost in rast kvasovk in mle¢nokislinskih
bakterij;

e Casovni potek fermentacije namiznih oljk vpliva na senzori¢ne znacilnosti namiznih
oljk.



Valenci¢ V. Vpliv tehnoloskih postopkov na kakovost namiznih oljk Slovenske Istre. 3
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2010

2 PREGLED OBJAV

2.1 TEHNOLOGIJA PREDELAVE NAMIZNIH OLJK

Plodove oljk lahko predelamo na razlicne nacine. Obstajajo razlicne tehnologije predelave
in skoraj vsak pridelovalec ima svoj nacin predelave namiznih oljk.

Zelo pomembno je ro¢no obiranje plodov, saj lahko predelamo kakovosten izdelek le iz
neposkodovanih plodov. Oljke obi¢ajno obiramo v zacetku oktobra oziroma mesec dni
pred optimalno zrelostjo, ker je zelo pomembna konsistenca oziroma trdota plodov, ki jih
nato izpostavimo izluzevanju grenkih spojin.

Ravno tako je pomemben transport oljk do predelovalne linije. Plodove shranimo v nizke
perforirane zaboje, da prepreCimo morebitne fermentacijske procese in napake zaradi
neprimernega skladi§€enja in transporta.

Oljke pred izluZzevanjem in fermentacijo kalibriramo oziroma sortiramo po velikosti. Za
ucinkovito predelavo je zelo pomembno, da so plodovi enakomerne velikosti. Iz manjSih
plodov bi izluzili prevec olevropeina oziroma biofenolov in jih tako osiromasili, pri vecjih
pa bi bil postopek neucinkovit.

V splosnem poznamo tri razli¢ne tehnologije predelave:
e Spanski ali seviljski nac¢in predelave;
e naravni ali gr$ki nacin predelave;
e kalifornijski nacin predelave.

2.1.1 Spanski ali seviljski na¢in predelave namiznih oljk

Je najbolj razSirjeni nacin predelave zelenih oljk. Plodove oberemo, ko so zelene ali
rumeno zelene barve. 1zluzevanje opravimo z raztopino NaOH. Obicajno se uporablja 1,5-
3 % raztopina (m/V), odvisno od sorte, stopnje zrelosti plodov in temperature predelave.
Plodove izluzujemo najvec 8-12 ur oziroma opazujemo prodor luzine v mezokarp. Medtem
plodove premeSamo vsako uro. Izluzevanje zaklju¢imo, ko luzina prodre do 2/3 ali 3/4
plodu. Koncentracija luzine vpliva na nadaljnji potek fermentacije in kakovost namiznih
oljk. Uporaba bolj ali celo preve¢ koncentrirane luzine povzroci strukturne spremembe v
plodu oziroma depektinizacijo celicne stene, izluzijo se Se preostali sladkorji oziroma
substrati, ki so potrebni za fermentacijo namiznih oljk. Med samim postopkom izluZzevanja
je zelo pomembno, da so plodovi popolnoma potopljeni v raztopino (plodove obtezimo),
saj na stiku z zra¢nim kisikom oksidirajo, se delno razbarvajo in izluzevanje je nepopolno.
Z izluzevanjem hidroliziramo olevropein do njegovega aglikona, v naslednji stopnji pa do
elenolne kisline in hidroksitirosola. Po zakljuCenem izluzevanju luzino lahko ponovno
uporabimo za naslednje Sarze.

Druga faza postopka predvideva spiranje oljk oziroma namakanje plodov v vodi 20-24 ur.
S tem postopkom Zelimo odstraniti preostanek luga. V 24 urah vodo zamenjamo 2-4 krat.
Tudi Stevilo spiranj in trajanje namakanja vpliva na nadaljnji potek fermentacije. Daljse
namakanje lahko povzroCi izgubo substratov, potrebnih za fermentacijo, v nasprotnem
primeru, ¢e je namakanje prekratko, pa je preostanek luga v plodovih prekomeren in
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negativno vpliva na potek fermentacije, saj v koncnem izdelku ne dosezemo primerne
vrednosti pH.

Sledi mle¢nokislinska fermentacija plodov v 8 ali 10 % (m/V) slanici. Zacetna
koncentracija slanice je lahko tudi 12 % (m/V), saj se v prvih dneh fermentacije zmanjsa,
ker se med plodovi in slanico vzpostavi ravnotezje. Oljke fermentiramo v slanici 2 ali 3
mesece, pri tem spremljamo koncentracijo slanice in pH raztopine. Organske kisline
oziroma njihove soli (oksaloacetat, citrat, malat) difundirajo iz oljk v slanico in tvorijo
puferni sistem, ki ugodno vpliva na regulacijo pH. ZaZeljena je tvorba mle¢ne kisline. Ce
puferni sistem ni ucinkovit, bo potek fermentacije prehiter, tvorilo se bo manj mle¢ne
kisline, pH bo nizji (3-3,5) in povecala se bo koli¢ina nepovretega sladkorja, kar lahko
vodi v nadaljnjo nepravilno fermentacijo in kvar izdelka. Na koncu fermentacije dosezemo
pH 4 in vsaj 0,4 % mlecne kisline. Izdelek lahko pasteriziramo (Brighigna, 1998).

Fermentacija plodov v slanici poteka v treh glavnih stopnjah. Prva stopnja poteka 2-3 dni.
Vrednost pH medija oziroma slanice je zaradi preostanka luga v plodovih bazic¢en (pH=9-
11). V tej fazi se najprej razvijejo Gram-negativne anaerobne bakterije, ki ne sporulirajo, in
aerobni mikroorganizmi. Razvije se ogljikov dioksid.

Razvijejo se naslednji mikroorganizmi, ki s svojim delovanjem znizujejo pH do priblizno
7: Aerobacter, Aeromonas, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Klebsiella aerogenes, Flavobacterium diffusum in Aerochromobacter superficialis
(Fernandez in sod., 1985). Hkrati se koncentracija slanice zniza iz zacetnih 8-10 % (m/V)
na 5 ali 6 % (m/V), predvsem zaradi osmoze med plodovi in slanico.

V drugi stopnji fermentacije se razvijejo in rastejo kvasovke in mlecnokislinske bakterije.
Druga faza se zacne tretji dan fermentacije (pH~7) in poteka do 10. ali 15. dneva (torej
traja 7-12 dni). V tej stopnji potekajo homofermentativni in heterofermentativni procesi.
Zacetna mikrobna populacija se spremeni oziroma izumre. Mlec¢nokislinsko fermentacijo
vodijo Lactobacillus plantarum, Pediococcus in Leuconostoc. Na koncu druge stopnje
fermentacije se pH slanice zniza na 5 ali 4,5.

V tretji stopnji se fermentacija nadaljuje Se vedno pod vplivom mlecnokislinskih bakterij.
Vrednost pH se zniza na 3,5-4 in poveca se koncentracija mlecne kisline (3-10 g/L). Tretja
stopnja lahko traja od 1 do 6 mesecev. Poleg mlecnokislinskih bakterij so prisotne tudi
kvasovke Hansenula anomala, Candida krusei in Saccharomyces chevalieri. Na trajanje te
faze vpliva veliko Stevilo dejavnikov: puferna kapaciteta slanice, preostanek hranil
oziroma fermentabilnih substratov, temperatura, koncentracija slanice, pH in rod ali vrsta
mle¢nokislinskih bakterij. Na koncu fermentacije z vrsto Lactobacillus plantarum naj bi se
tvorilo 0,8-1,5 % mlecne kisline (Brighigna, 1998).

Namizne oljke shranjujemo v isti (mati¢ni) slanici do pakiranja in prodaje. Spremljati
moramo vrednost pH, koncentracijo in kislost slanice, saj bi se v nasprotnem primeru, na
primer pri poviSani temperaturi (poleti) lahko zacela Cetrta faza fermentacije in s tem kvar
namiznih oljk zaradi razvoja propionskih bakterij, ki znizujejo koncentracijo kislin in
vodijo do negativnih senzori¢nih sprememb (senzori¢na napaka imenovana zapateria). V
primeru, da je prislo do delne fermentacije in posledi¢no do visjih vrednosti pH, moramo
namizne oljke termicno obdelati oziroma pasterizirati.
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Slika 1: Shema $panskega nacina predelave namiznih oljk (Brighigna, 1998)
Fig. 1: Schematic review of Spanish style production technology of table olives (Brighigna, 1998)

¥} [v] (=]
e CaH, HO COLH,
—_— + Clue
o] o
¥ilue 8
Deeropein Clevropein aglikon Cilukoza
¥
— +
OH
HX
Olereropein aglikon Flenglna kislima Hidraksitirmsol

Slika 2: Hidroliza olevropeina (Brighigna, 1998)
Fig. 2: Oleuropein hydrolysis (Brighigna, 1998)
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2.1.2 Naravni ali griki nacin predelave namiznih oljk

Z grskim nacinom ponavadi predelamo Crne sorte oljk, sicer pa na tak nacin lahko
pripravimo tudi zelene ali delno obarvane oljke. Oljke oberemo pred optimalno stopnjo
zrelosti in sicer, ko je 2/3 mezokarpa obarvanega. Plodove u¢inkovito operemo pod tekoco
vodo, da odstranimo ostanke prahu in morebitne necistoce, ki lahko vplivajo na potek
fermentacije. Nato plodove namakamo v 8-12 % (m/V) slanici. S tem postopkom
izluzujemo oziroma razgrenimo in fermentiramo oljke 6-12 mesecev, odvisno od sorte,
stopnje zrelosti, koncentracije slanice in temperature. Barva tako predelanih oljk je
neenakomerna od vinsko rde¢e do rjave nianse. Ce plodove izpostavimo na zrak (2-4 dni),
se izoblikuje bolj enakomerna rjava obarvanost (Brighigna, 1998).

V prvih 15-ih dneh fermentacije so prisotne Gram-negativne bakterije rodov Citrobacter,
Klebsiella, Achromobacter, Aeromonas in Escherichia, vendar naravni na¢in fermentacije
vodijo kvasovke. V 6-ih oziroma 12-ih mesecih ponavadi poteka alkoholna fermentacija.
Garrido Fernandez in sod. (2005) so ugotovili, da se razvijejo kvasovke Saccharomyces
oleaginosus, Pichia anomala, Pichia membranaefaciens, Candida diddensii, Candida
boidinii, Candida krusei, Candida valida in Debaryomyces hansenii.
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8-% razt. NaCl
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Slika 3: Shema naravnega nacina predelave namiznih oljk (Brighigna, 1998)
Fig. 3: Schematic review of natural style production technology of table olives (Brighigna, 1998)

Tudi zelene oljke lahko razgrenimo z naravnim nacinom predelave v slanici. Pri tem se
postavlja problem bakteriostaticnega vpliva olevropeina in njegovih razgradnih produktov
na mle¢nokislinske bakterije.

Lactobacillus plantarum ponavadi vodi mle¢nokislinsko fermentacijo zelenih oljk, nekateri
sevi pa lahko izkoristijo olevropein kot vir ogljika. Prva stopnja bioloske razgradnje
olevropeina poteka zaradi delovanja B-glukozidaze. Nato pa se olevropein aglikon
hidrolizira do elenolne kisline in hidroksitirosola zaradi delovanja esteraz. Bolj poredko se
pojavijo heterofermentativne mleénokislinske bakterije rodov Leuconostoc in Pediococcus.
Pojavijo se pri predelavi zelo zrelih plodov ali pri fermentaciji z vrsto Lactobacillus
plantarum z nizjo koncentracijo slanice (pod 8 %) (Brighigna, 1998).
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2.1.3 Kalifornijski nacin predelave namiznih oljk

Kalifornijski nacin uporabimo za predelavo zelenih in delno obarvanih oljk. Plodove trikrat
zaporedno razgrenimo z 1-2 % luZino 2-4 ure. Prva luzina prodre skozi eksokarp
(povrhnjico), druga skozi meso (mezokarp), tretja pa do kosS¢ice (endokarp). Med
posameznimi fazami oljke izpostavimo na zrak za 24 ur ali jih prenesemo v drugo posodo
z vodo, v katero vpihujemo zrak skozi cev, ki je pritrjena na dno rezervoarja. Zrak
vpihujemo pod tlakom, kar povzro€i premesanje plodov in postopno pocrnenje oljk zaradi
encimske oksidacije fenolnih spojin. Sodobni predelovalni industrijski postopek
predvideva enkratno izluZzevanje oljk za 18-20 ur s hkratnim vpihavanjem zraka z dna
rezervoarja. V vodo (ponavadi pri zadnjem izpiranju) dodamo 0,5-1 g/L Zelezovega
glukonata ali laktata in pustimo 8-12 ur. Tvorijo se stabilni kompleksi s fenolnimi
spojinami, ki fiksirajo ¢rno barvo. Sledi namakanje oziroma izpiranje namiznih oljk v vodi.
Na koncu postopka preostanek zeleza ne sme preseci 150 mg/kg oljk. Tako predelane
namizne oljke moramo sterilizirati pri 121 °C 30 min (Brighigna, 1998).

OBIRANIJE IN TRANSPORT

l

KALIBRIRANJE

!

IZLUZEVANIJE Z LUGOM (3x zaporedno)

!

NAMAKANIJE V VODI IN VPIHAVANJE ZRAKA

!

FIKSACIJA BARVE
zelezov glukonat ali laktat

l

SPIRANJE IN NAMAKANIJE OLJK

!

PAKIRANIJE

!

STERILIZACIJA

Slika 4: Shema kalifornijskega nacina predelave namiznih oljk (Brighigna, 1998)
Fig. 4: Schematic review of Californian style production technology of table olives (Brighigna, 1998)
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2.2 TRZNI STANDARD IN ZNACILNOSTI NAMIZNIH OLJK

Pogoji za zagotavljanje kakovostne predelave oljk v namizne oljke so opisani v zadnji
dopolnjeni izdaji trznega standarda Trade standard applying to table olives (COI/OT/NC
no. 1, 2004), ki ga je leta 2004 izdal Mednarodni svet za oljke (IOC). Minimalne
kakovostne zahteve so zajete tudi v standardu Codex alimentarius iz leta 1987 (CODEX
STAN 66-1981, Rev. 1-1987). Trzni standard opredeljuje tip namiznih oljk (zelene, delno
obarvane in ¢rne) ter znacilnosti plodov, kakovost, teksturo, barvo plodov, kalibriranje
oziroma velikost plodov, znacilnosti koS¢ice in konéni izgled izdelka. Zajeti so tudi
razli¢ni nacini predelave oljk (Trade standard applying to table olives, 2004) in osnovni
parametri kakovosti.

Da postanejo oljke primerne za uzivanje, jih moramo razgreniti oziroma hidrolizirati
olevropein in fermentirati. V ta namen lahko uporabimo, glede na recepturo in tehnoloske
znacilnosti plodov, alkalije oziroma NaOH in vodo. Plodove lahko izluzujemo v slanici ali
uporabimo starterske kulture za bioloSko razgradnjo biofenolov in fermentacijo namiznih
oljk. Namizne oljke lahko hranimo v slanici, jih pasteriziramo ali steriliziramo. Trzni
standard (Trade standard..., 2004) dovoljuje pri shranjevanju namiznih oljk uporabo vode,
soli, kisa, olj¢nega olja, sladkorjev, za¢imb in diSav ter njihove ekstrakte in dolocene
aditive.

Marsilio (2008) poroca, da so s trznega in kakovostnega vidika pomembne naslednje
znacilnosti namiznih oljk:

e Razmerje mezokarp/endokarp: mora biti vsaj 3 pri ¢rnih oljkah, kar pomeni, da
je 75 % mezokarpa in 4 pri zelenih oljkah (80 % mezokarpa). Zazeljeno je razmerje
mezokarp/endokarp vecje od 5 ali 6 kar pomeni, da so plodovi zelo mesnati (ve¢
kot 85 % mezokarpa).

e Kakovost mezokarpa: ceni se fina struktura in kompaktnost mezokarpa.
Pomembno je, da so plodovi primerne trdote in da se koScica zlahka lo¢i od
mezokarpa.

e Konsistenca oz. trdota plodov: pricakujemo doloceno trdoto plodov. Namakanje
dreves tik pred obiranjem plodov za predelavo v namizne oljke povzro¢i povecano
turgidnost plodov, kar otezuje tehnoloski proces predelave.

e Barva plodov: barva mora biti v skladu s pripadajoco trzno kategorijo. Zelena ali
zeleno-svetlo rumena za zelene oljke, roznata, delno rjava ali vinsko rdeca za delno
obarvane plodove in enakomerno ¢rna barva povrhnjice s ¢rnim ali vinsko rde¢im
mezokarpom za ¢rne oljke.

e Koscica: mora biti majhna z gladko povrsino.

e Velikost in kalibriranje plodov: pomembno je kalibriranje oziroma sortiranje
plodov po velikosti, saj pakiramo skupaj plodove enakomerne velikosti.

e Izgled: plodovi morajo biti zdravi, neposkodovani in nenagubani. Ne dopusca se
prisotnost necistoc.

Trzni standard (Trade standard..., 2004) opredeljuje trZzne vrste namiznih oljk:
e Zelene oljke: plodovi obrani pred zacetkom spremembe barve koZice, primerne
velikosti.
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e Delno obarvane oljke: plodovi obrani pred popolno zrelostjo, s spremenjeno barvo
povrhnjice.
e Cme oljke: popolno zreli plodovi.

Zgoraj omenjene vrste namiznih oljk lahko pripravimo na razlicne nacine.

e Obdelane oljke: plodove razgrenimo z lugom, sledi delna ali popolna fermentacija
v slanici ter proizvod zakisamo po potrebi.

e Oljke predelane na naravni nac¢in: plodove se izluzuje v slanici, kjer se jih lahko
delno ali popolnoma fermentira. Proizvod lahko zakisamo.

e Dehidrirane in/ali nagubane oljke: plodove razgrenimo z razredenim lugom,
hranimo v slanici ali dehidriramo s soljo in/ali termicno obdelamo.

e Cme oksidirane oljke: zelene ali delno obarvane plodove fermentiramo v slanici,
nato jih oksidiramo v alkalnem mediju in steriliziramo. PovrSina plodov mora biti
enakomerno Crna.

e Drugi posebni nacini priprave: trzni standard (Trade standard..., 2004) dopusca Se
druge priprave namiznih oljk.

Namizne oljke prodajamo v primerni embalazi, ponavadi v neobarvanih steklenih kozarcih
ali pa nepakirane v delikatesni prodaji. V prodaji so celi plodovi, ki so lahko delno stlaceni
z neposkodovano kosS¢ico ali podolzno zarezani in razkosc¢i¢eni plodovi. Razkos¢icene
oljke se prodaja cele, razpolovljene, razrezane na Cetrtine ali na rezine in sesekljane ter
vloZene. Za nadev se uporablja papriko, cebulo, mandlje, zeleno, korenje, kapre, sardine,
limono, itd. in druge pripravljene mase.

Namizne oljke lahko hranimo v slanici, pasteriziramo ali steriliziramo v skladu s parametri
termicne obdelave, ki so prikazani v preglednici 3. Za konzerviranje je dovoljena uporaba
kisa, olja in drugih dovoljenih konzervansov. Trzni standard dopusca oziroma dovoljuje
uporabo vode, soli, kisa, oljcnega olja, sladkorjev, za¢imb in diSav ter njihove ekstrakte in
aditive. V preglednici 2 so podani aditivi in konzervansi, ki se lahko uporabljajo pri
predelavi in shranjevanju namiznih oljk.

V preglednici 1 so podane minimalne zahteve fizikalnokemijskih parametrov pakiranih
namiznih oljk, ki zagotavljajo stabilnost in varnost izdelka. V primeru, da v obdelane oljke
dodamo aditive (konzervanse) in jih shranjujemo v hladilniku, lahko zmanjSamo
koncentracijo soli (NaCl) na 4 % in mle¢ne kisline na 0,4 %, ¢e pa izdelek pasteriziramo
ali steriliziramo, se dopusca visja vrednost pH (4,3). Koncentracija soli v dehidriranih
in/ali nagubanih oljkah pa mora biti 10 %. Namizne oljke moramo pripraviti po nacelu
dobre proizvodne prakse.

Preglednica 1: Parametri kakovosti namiznih oljk (Trade standard..., 2004)
Table 1: Table olives quality parameters (Trade standard..., 2004)

Nacin priprave

Min. NaCl (%)

Max. vrednost pH

Min. mle¢ne Kkisline

namiznih oljk (%)
Obdelane oljke 5 4,0 0,5
Naravne oljke 6 4.3 0,3
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Preglednica 2: Aditivi in tehnoloska pomagala pri predelavi namiznih oljk (Trade standard..., 2004)
Table 2: Additives and processing aids for table olives processing (Trade standard..., 2004)

Max. koncentracija

Konzervansi

- benzojska kislina in njene soli (benzoati) 1 g/kg

- sorbinska kislina in njene soli (sorbati) 0,5 g/kg
Kisline

- mlecna kislina 15 g/kg

- citronska kislina 15 g/kg

- L-vinska kislina 15 g/kg

- ocetna kislina omejena glede na DPP
Antioksidanti

- L-askorbinska kislina omejena glede na DPP
Stabilizatorji

- zelezov glukonat
- zelezov laktat

0,15 g/kg (kot celokupno Fe)
0,15 g/kg (kot celokupno Fe)

Arome
- dovoljena je uporaba naravnih arom, ki jih definira
Codex alimentarius

omejena glede na DPP

Ojacevalci arome

- natrijev glutamat 5 g/kg
- drugi dovoljeni ojacevalci (Codex alimentarius)

Ojacevalci trdote
- kalcijev klorid omejena glede na DPP
- kalcijev laktat omejena glede na DPP
- kalcijev citrat omejena glede na DPP

Z.goscevalci in gelirna sredstva
- primerni za zivilsko uporabo, ki jih predvideva
Codex alimentarius za to Zivilo

omejena glede na DPP

Drugi aditivi
- dovoljuje se uporaba drugih aditivov, ki jih
predvideva Codex alimentarius za to zivilo

omejena glede na DPP

Tehnoloska pomagala
- mle¢nokislinske bakterije
- dusik
ogljikov dioksid
manganov laktat
manganov glukonat
natrijev ali kalijev hidroksid
klorovodikova kislina

omejena glede na DPP
omejena glede na DPP
omejena glede na DPP
omejena glede na DPP
omejena glede na DPP
omejena glede na DPP
omejena glede na DPP
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Preglednica 3: Parametri termi¢ne obdelave namiznih oljk (Trade standard..., 2004)
Table 3: Thermal tratment of table olives (Trade standard..., 2004)

Minimalni pogoji termi¢ne obdelave

Nacin priprave 5,25 10

PU q.4c Foiz1ec

Pasterizacija Sterilizacija
Obdelane oljke 15 -
Naravna priprava 15 -
Dehidrirane in /ali nagubane oljke 15 -
Crne oksidirane oljke - 15

Na podlagi ugotovljenih napak in dovoljenih toleranc oziroma odstopanj razvr$¢amo
namizne oljke v tri kakovostne kategorije.

e V kategorijo ekstra uvrSCamo namizne oljke vi§je kakovosti s poudarjenimi
sortnimi in tehnoloskimi znacilnostmi. Dopuscajo se le rahle napake barve, oblike,
povrhnjice in konsistence, ki ne vplivajo niti na celoten izgled niti na senzori¢ne
znacilnosti namiznih oljk. V to kategorijo uvrs¢amo cele oljke, zarezane,
razkos§ciCene in vloZene namizne oljke velikosti nad 351/380.

e V prvo kategorijo (I) uvr§¢amo namizne oljke dobre kakovosti obrane ob primerni
stopnji zrelosti s tipi¢nimi sortnimi in tehnoloskimi znacilnostmi. Dopuscajo se le
rahle napake barve, oblike, povrhnjice in konsistence, ki ne vplivajo niti na celoten
izgled niti na senzori¢ne znacilnosti. V kategorijo uvr§¢amo vse mozne vrste oljk,
ne glede na nacin priprave in nacin pakiranja oz. prodaje z izjemo sesekljanih in
poskodovanih oljk ter namaza iz zmletih oljk.

e V drugo kategorijo (II) uvrs¢amo namizne oljke dobre kakovosti, ki izpolnjujejo
zahtevane kriterije v skladu s trznim standardom in ki jih ne moremo razvrstiti v
prvi dve kategoriji.

Napake, ki jih dolo¢amo:
e prisotnost pecljev ali listov ter vecjega neenakomernega razbarvanja oziroma
madeza na plodovih;
e poskodovane in nagubane plodove neprimerne konsistence in barve;
e prisotnost delcev kosc¢ic in napake nadeva pri vlozenih oljkah.

Za posamezno kategorijo se dopuscajo napake oziroma tolerance v naslednjih odstotkih:
12 % za 'ekstra’, 17 % za 'prvo' in 22 % za 'drugo' kategorijo. Pred pakiranjem je potrebno
plodove kalibrirati oziroma razvrstiti glede na stevilo plodov na kilogram namiznih oljk,
kot je prikazano v preglednici 4.
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Preglednica 4: Kalibriranje plodov pred predelavo in namiznih oljk (Trade standard..., 2004)
Table 4: Olive fruits and table olives calibration (Trade standard..., 2004)

Stevilo plodov pred predelavo in namiznih oljk/kg oljk

60/70 121/140 201/230
71/80 141/160 231/260
81/90 161/180 261/290
91/100 181/200 291/320
101/110 321/350
111/120 351/380

381/410*

*nad 410 je razlika za 50 plodov

2.3 BIOFENOLI V PLODU OLJKE IN V NAMIZNIH OLJKAH

Biofenoli oljke (Olea europaea L.) so sekundarni metaboliti, naravno prisotni
antioksidanti, ki §c¢itijo plodove, olj¢no olje in namizne oljke pred oksidacijo. Vplivajo tudi
na grenak okus namiznih oljk in prispevajo k pikantnosti pridobljenega deviskega oljcnega
olja. Biofenoli so lahko enostavne substituirane spojine z majhno molekulsko maso, ki
imajo na aromatskem obrocu vezano eno ali ve¢ hidroksilnih skupin, lahko pa so tudi
kompleksnejse strukture vezane na monoterpene. V strukturi biofenolov, ki so prisotni v
plodovih oljke, je ve¢ funkcionalnih skupin. Hidroksitirosol je predstavnik enostavnih
biofenolov, za katere je znacilno, da vkljucujejo hidroksilno ali aldehidno ali karboksilno
skupino. Monoterpenska enota in/ali glukozidna enota sta lahko vezani v kompleksnejSo
biomolekulo biofenolov, kot na primer pri olevropeinu in hidroksitirosilelenolatu (Bianco
in Uccella, 2000).

awn

Slika 5: Strukturna formula hidroksitirosilelenolata (Bianco in Uccella, 2000)
Fig. 5: Structure of hydrxytirosylelenolate (Bianco and Uccella, 2000)

Oljka (Olea europaea L.) spada v druzino Oleaceae, v kateri se pojavljajo spojine podobne
kumarinom, to so sekoiridoidi (Jensen in sod., 2002). Sekoiridoidi so tesno povezani z
iridoidi, ki so podskupina monoterpenov. Za sekoiridoide je znacilna eksocikli¢na dvojna
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vez na polozaju 8,9- oziroma oleozid (slika 6), znacilen za rastline iz druzine Oleaceae
(Ryan in sod., 2002). Znacilna oleozida sta olevropein, ki je ester elenolne kisline in 2-
(3,4-dihidroksifenil)etanola (3,4-DHPEA) in ligstrozid, ki je ester elenolne kisline in 2-(4-
hidroksifenil)etanola (p-HPEA). Strukturne formule oleozida, olevropeina in ligstrozida so
prikazane na sliki 6.
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Slika 6: Strukturne formule oleozida, olevropeina in ligstrozida (Ryan in sod., 2002)
Fig. 6: Structure of oleoside, oleuropein and ligstrozide (Ryan et al., 2002)

Olevropein, demetilolevropein, ligstrozid in oleozid predstavljajo glavne fenolne oleozide
v oljki, medtem ko je verbaskozid (slika 7) glavni derivat hidroksicinamata. V oljki so
prisotni tudi tirosol, hidroksitirosol, ferulna in galna kislina.

A oH

Slika 7: Strukturna formula verbaskozida (Ryan in sod., 2002)
Fig. 7: Structure of verbascoside (Ryan in sod., 2002)

Sestava sekundarnih metabolitov se razlikuje tako v razli¢nih delih rastline kot v samem
plodu oljke. Znano je, da je nuzhenid prisoten izklju¢no v endokarpu, luteolin-7-glukozid
in rutin pa sta v lupini plodov oziroma eksokarpu (Silva in sod., 2006). Medtem ko so bili
verbaskozid, olevropein, in demetilolevropein doloceni v celotnem plodu, je koncentracija
olevropeina in demetilolevropeina vecja v mezokarpu (Bianco in Uccella, 2000).

Plodovi oljke vsebujejo tudi enostavne fenolne spojine (na primer kavno kislino), derivate
kumarne kisline, fenolne glukozide, fenolne oleozide in flavonoide, kot na primer luteolin,
luteolin rutinozid in luteolin glukozid ter apigenin glukozid in rutin (Luque de Castro in
Japon-Lujan, 2006).
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Blekas in sod. (2002) so ugotovili, da so nekateri biofenoli topni v citoplazmi, kot na
primer enostavni, kompleksni in esterificirani biofenoli. Nasli so tudi netopne biofenole,
vezane na celi¢no steno plodov. Pri pripravi kon¢nega izdelka - namiznih oljk - se topni
biofenoli delno izluZzijo, medtem ko biofenoli, ki so vezani na celi¢no steno, prispevajo k
teksturi namiznih oljk.

2.3.1 Biofenoli v namiznih oljkah

Znano je, da so oljke vir antioksidantov. Postopki predelave oziroma izluzevanja grenkih
snovi za pripravo kon¢nega izdelka oziroma namiznih oljk zmanj$ajo vsebnost le-teh.
Blekas in sod. (2002) so ugotovili, da hidroksitirosol, tirosol in luteolin prevladujejo v
namiznih oljkah. Najve¢ hidroksitirosola so doloc¢ili v oljkah predelanih iz grske ¢rne sorte
Kalamata in iz zelenih oljk sorte Chalkidiki (250-760 mg/kg). V namiznih oljkah je
pomembna tudi vsebnost sekoridoida olevropeina, ki ga sestavljata oleozid-11-metilni ester
in hidroksitirosol in daje grenek okus namiznim oljkam. V namiznih oljkah so prisotni tudi
derivati olevropeina, to so olevropein aglikon, demetilolevropein, hidroksitirosol glukozid
in hidroksitirosol.

Blekas in sod. (2002) so v namiznih oljkah dolocili tudi derivata tirosola, to sta tirosol 1-O-
glukozid in ligstrozid, fenolna spojina zelo podobna olevropeinu.

Nepredelane oljke vsebujejo tudi 3,4-dihidroksifenilglikol, antocianine, flavonoide in
fenolne kisline. Prevladujoca antocianina sta cianidin 3-O-glukozid in cianidin 3-O-
rutinozid. Nepredelane oljke vsebujejo tudi flavonoida kvercetin 3-O-glukozida (rutin) in
luteolin 7-O-glukozida. V mezokarpu plodov so dolocili tudi vsebnost hidroksibenzoata,
hidroksicinamata, hidroksifenilacetata in hidroksikafeata. V znatnih koli¢inah so nasli
kavno in p-kumarno kislino.

Romero in sod. (2004) poroc¢ajo, da sta hidroksitirosol in tirosol glavna biofenola, ki sta
prisotna tako v vodni fazi plodov kot v olju. Tirosol acetat, hidroksitirosol acetat in lignani
(1-acetoksipinorezinol in pinorezinol) pa prevladujejo v olju oziroma v lipidni fazi plodov
namiznih oljk. Pri delno obarvanih plodovih, hranjenih v slanici, je bila dolo¢ena najvecja
vsebnost skupnih biofenolov (1200 mg/kg), medtem ko so pri oksidiranih oljkah dolo¢ili le
200 mg/kg. Vsebnost olevropeina se postopno zmanjSuje v plodovih oljk s stopnjo
dozorelosti in z namakanjem oljke (rastline). Hkrati pa se povecuje koncentracija
hidroksitirosol glukozida, ki prevladuje v ¢mih dozorelih plodovih. Avtorji navajajo, da so
v plodovih oljk dolo¢ili tudi naslednje fenolne spojine: verbaskozid, ligstrozid, salidrozid,
rutin, luteolin-7-glukozid, ter antocianina cianidin-3-glukozid in cianidin-3-rutinozid.
Ugotovili so, da je za vsako sorto oljk znacilen dolocen biofenolni profil oziroma dolocena
sestava biofenolov.

Pri pregledu literature smo ugotovili, da se raziskovalci posluzujejo razlicnih metod za
ekstrakcijo biofenolov iz namiznih oljk. Najbolj pogoste metode temeljijo na ekstraciji
trdno-tekoce z meSanico metanola in vode (80:20, v/v) kot porocajo Silva in sod. (2006),
Morell6 in sod. (2005), Marsilio in sod. (2005), Damak in sod. (2008), Bouaziz in sod.
(2004), Gomez-Rico in sod. (2008), Savarese in sod. (2007) in Malik in Bradford (2006).
Obied in sod. (2007) so ekstrahirali biofenole v metanolu in vodi v razmerju 60:40 (v/v),
Kalua in sod. (2005) in McDonald in sod. (2001) pa v meSanici metanola in vode (50:50,
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v/v). Iz pregleda literature je razvidno, da je ucinkovita tudi ekstrakcija biofenolov v 100 %
metanolu, o tej metodi porocajo Vinha in sod.. (2005), Bianco in sod. (2003), Bouaziz in
sod. (2004), Sousa in sod. (2006), Boskou in sod. (2006) in Pereira in sod. (2006).

2.3.2 Biosinteza fenolnih spojin v oljkah

Sekundarni metaboliti v oljkah se sintetizirajo po razli¢nih poteh. 1z fosfoenolpiruvata se
po Sikimat/arogenatni poti sintetizira fenilalanin. Iz slednjega pa se po
fenilalanin/hidroksicinamatni poti, preko 4-kumarata, sintetizirajo fenilpropanoidi (kafeat,
ferulat, sinapat). Regulacijski encim je PAL (fenilalanin-amonia-liaza) (Ryan in sod.,
2002).

Biosinteza flavonoidov se zacne iz acetil-CoA preko malonil-CoA, ki se kondenzira s 4-
kumaroil-CoA. Nastali produkt naringenin kalkon je prekurzor za nastanek flavonoidov
(Ryan in sod., 2002).

Plodovi oljke vsebujejo najvec biofenolov sekoiridoidnega tipa: olevropein, ligstrozid,
oleozid in razpadne produkte olevropein aglikon, dialdehidno obliko olevropein aglikona,
tirosol, hidroksitirosol. Ryan in sod. (2002) porocajo, da acetat/mevalonatna pot vodi do
biosinteze sekoiridoidov, kot je prikazano z naslednjimi reakcijami. Regulacijski encim je
HMG-CoA reduktaza.

AcetilCoA — acetoacetilCoA — mevalonat— 10-hidroksigeraniol — iridodial — loganin
— aglikon deoksiloganske kisline — deoksiloganska kislina.

Ryan in sod. (2002) porocajo, da se olevropein sintetizira iz deoksiloganske kisline preko
7-ketologanina in glukozida elenolne kisline (oleozid-11-metilni ester), kot je prikazano na
sliki 9.

Biosinteza izomerne oblike olevropeina, olevrozida (slika 8), ki je bil dolo¢en v listih
oljke, poteka preko sekologanske kisline in sekoksiloganina. Od te stopnje dalje Se niso
dokon¢no znani intermediati biosinteze (Ryan in sod., 2002). Olevropein in olevrozid se
razlikujeta glede na polozaj dvojne vezi — med 9. in 10. eksociklicnim ogljikom pri
olevrozidu.
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Slika 8: Strukturni formuli oleozida in olevrozida (Ryan in sod., 2002)
Fig. 8: Structure of oleoside and oleuroside (Ryan et al., 2002)
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Slika 9: Biosinteza olevropeina (Ryan in sod., 2002)
Fig. 9: Biosynthesis of oleuropein (Ryan et al., 2002)
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Razgradnja olevropeina :

Olevropein je ester hidroksitirosola, elenolne kisline in B-D-glukopiranoze. Z manjSanjem
koncentracije olevropeina se pri dozorevanju hkrati povecuje koncentracija oziroma se
kopicita hidroksitirosol in glukozid elenolne kisline. Encimska hidroliza olevropeina
poteka pod vplivom [-glukozidaze. Nastali olevropein aglikon se izomerizira preko
dialdehidne oblike. Sledi razgradnja do hidroksitirosola in elenolne kisline (Ryan in sod.,
2002).

olevropein encim: B-glukozidaza » olevropein aglikon (aldehidna oblika)

olevropein + H" — hidroksi oblika olevropein aglikona «> dialdehidna oblika olevropein
aglikona

odcepitev -COOCH3; skupine:
dialdehidna oblika olevropein aglikona — dialdehidna oblika dekarboksimetil olevropein
aglikona

Razgradni produkti oziroma derivati olevropeina so olevropein aglikon (3,4-DHPEA-EA),

demetilolevropein, dialdehidna oblika olevropein aglikona (3,4-DHPEA-EDA), tirosol (p-
HPEA), hidroksitirosol (3,4-DHPEA) in elenolna kislina.
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Slika 10: Strukturne formule razgradnih produktov olevropeina (Ryan in sod., 2002)
Fig. 10: Structures of oleuropein derivatives (Ryan et al., 2002)
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24 VLOGA KVASOVK PRI FERMENTACIII NAMIZNIH OLJK

V preglednem clanku Arroyo Lopez in sod. (2008) obravnavajo vlogo kvasovk pri
fermentaciji namiznih oljk. Ugotovili so, da kvasovke pozitivno vplivajo na potek
fermentacije in s svojimi metaboliti prispevajo k izoblikovanju senzori¢nih znacilnosti
namiznih oljk. Vendar lahko delujejo tudi kot tehnoloski kvarljivci pri fermentaciji in
shranjevanju namiznih oljk. Candida boidinii, Debaryomyces hansenii, Pichia anomala,
Pichia membranifaciens, Rhodotorula glutinis in Saccharomyces cerevisiae so najbolj
pogosto izolirane vrste kvasovk iz namiznih oljk. Stratford (2006) navaja, da ve¢ vrst
kvasovk, predvsem pa rod Saccharomyces povzro¢a kvar fermentiranih Zivil in pija¢ z
nizkim pH, visoko koncentracijo soli in med skladiS¢enjem pri nizkih temperaturah. Ravno
namizne oljke so primer opisanega zivila.

Mrak in sod. (1956, cit. po Arroyo Lopez in sod., 2008) so identificirali kvasovke vrste
Candida krusei, C. parapsilosis, C. rugosa, Pichia membranifaciens in Rhodotorula
glutinis iz zelenih namiznih oljk fermentiranih in skladis¢enih v ZDA. Gonzalez Cancho
(1965, 1966a, 1966b, cit. po Arroyo Lopez in sod., 2008) je identificiral kvasovke rodu
Candida (C. tropicalis, C. parapsilopsis, C. rugosa), Pichia (P. anomala, P.
membranifaciens) ter Saccharomyces cerevisie iz zelenih oljk, fermentiranih na $panski
nacin. V vzorcih zelenih in delno obarvanih namiznih oljk fermentiranih oziroma
predelanih le v slanici so raziskovalci ugotovili prisotnost rodov Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula in Saccharomyces (Pelegatti, 1978, cit. po Arroyo
Lopez in sod., 2008; Marquina in sod., 1992). Balatsouras (1967, cit. po Arroyo Lopez in
sod., 2008) je identificiral kvasovke iz grskih namiznih oljk, ki so bile predelane na
naravni oziroma gr8ki nacin. V vzorcih je ugotovil prisotnost rodov Trichosporon,
Candida, Pichia, Kloeckera, Torulopsis in Debaryomyces. Kvasovke rodu Debaryomyces
so bile potrjene tudi v namiznih oljkah turSkega porekla (Borcakli in sod., 1993).

Gonzéles Cancho in sod. (1975, cit. po Arroyo Lopez in sod., 2008) so ugotovili, da v
¢rnih oljkah Spanskega porekla in fermentiranih na naravni nain vodita fermentacijo
Saccharomyces cerevisiae in Pichia anomala. Duran Quintana in sod. (1986) navajajo, da
v primeru, ko so omenjene namizne oljke fermentirali v aerobnih pogojih oziroma v
prisotnosti zraka, so identificirali tudi vrste Candida saitoana, Debaryomyces hansenii,
Pichia membranifaciens in Williopsis saturnus var. mrakii. Vrste Torulaspora delbrueckii,
D. hansenii in Cryptococcus laurentii prevladujejo v ¢érnih oljkah grskega porekla
(Kotzekidou, 1997), medtem ko so v namiznih oljkah iz Maroka identificirali kvasovke C.
boidinii, P. membranifaciens in T. delbrueckii (Marquina in sod., 1997). Pri predelavi
zelenih namiznih oljk portugalskega porekla so Hernandez in sod. (2007) ugotovili, da
vodijo fermentacijo oljk kvasovke Pichia anomala, Kluyveromyces marxianus in
Saccharomyces cerevisiae.

Arroyo Lopez in sod. (2006) so z uporabo molekularnih metod identificirali vrste
Saccharomyces cerevisiae, Issatchenkia occidentalis in Geotrichum candidum iz zelenih
namiznih oljk ter vrsti Candida boidinii in Hanseniaspora guilliermondii iz ¢rnih namiznih
oljk. Coton in sod. (2006) je z isto metodo uspel identificirati vrste Pichia anomala,
Candida boidinii in Debaryomyces etchelsii iz ¢rnih namiznih oljk francoskega porekla.
Hurtado in sod. (2008) so ugotovili prisotnost Candida bodinii, Candida diddensiae,
Candida membranifaciens, Kluyveromyces lactis, Pichia membranifaciens, Pichia kluyveri
in Rhodotorula glutinis pri fermentaciji $panskih namiznih oljk sorte Arbequina.
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Arroyo Lopez in sod. (2008) navajajo, da so vrste S. cerevisiae, P. membranifaciens, P.
anomala in R. glutinis prisotne v vseh namiznih oljkah ne glede na nacin fermentacije,
medtem ko so vrsto C. boidinii uspeli izolirati iz oljk, fermentiranih neposredno v slanici.
Avtorji navajajo, da so vrsto D. hansenii izolirali iz namiznih oljk, ki so bile predelane v
bolj koncentrirani slanici.

2.4.1 Biokemijske zna¢ilnosti kvasovk

Mlecnokislinske bakterije vodijo fermentacijo zelenih oljk, ki so predelane na Spanski
nacin. Garrido Fernandez in sod. (1997) navajajo, da so kvasovke vselej prisotne, ugotovili
so populacijo kvasovk od 4 do 6 log CFU mL™. Avtorji navajajo, da so mle¢nokislinske
bakterije vrste Lactobacillus plantarum in Lactobacilllus pentosus pomembne pri sintezi
mlecne kisline, le-ta kon¢ni izdelek stabilizira in prispeva k senzori¢nim znacilnostim
zelenih namiznih oljk. V primeru, da v namiznih oljkah ne doseZemo dovolj nizke
vrednosti pH (pH<4,5) obstaja moznost, da se razvijejo Gram-negativne bakterije in
tveganje za kaljenje spor Gram-pozitivne bakterije Clostridium botulinum (Nout, 1994, cit.
po Arroyo Loépez in sod., 2008). V primeru, da prevladujejo kvasovke nad
mlecnokislinskimi bakterijami, so senzori¢ne znacilnosti namiznih oljk manj intenzivne,
zmanjsa se tudi stabilnost kon¢nega izdelka.

Fernandez Diez in sod. (1985) porocajo, da prekomerna rast kvasovk (>7 log CFU mL'l)
lahko tvori preve¢ CO,, ki vdre v plodove in jih poskoduje. Duran Quintana in sod. (1979)
so v omenjenem primeru identificirali vrsti S. cerevisiae in P. anomala, in sicer v ¢rnih
namiznih oljkah. Raziskovalci so ugotovili, da v slanici z vecjo vsebnostjo soli (nad 8 %)
prevladujejo kvasovke nad mlecnokislinskimi bakterijami (Garrido Fernandez in sod.,
1997; Tassou in sod., 2002).

Garrido in sod. (1995) ter Garrido Fernandez in sod. (1997) porocajo o pozitivni vlogi
kvasovk pri sintezi etanola, glicerola, vi§jih alkoholov, estrov in drugih hlapnih snovi, ki
prispevajo k izoblikovanju arome in teksture fermentiranih zivilih. Pri fermentaciji
namiznih oljk so ugotovili prisotnost ocetne, jantarne in mravlji¢ne kisline ter etanola
(Sanchez in sod., 2000). Tudi Montafio in sod. (2003) so pri industrijski predelavi zelenih
namiznih oljk ugotovili veCje vsebnosti etanola, metanola in ocetne kisline ter manjSo
vsebnost acetaldehida. Vendar Arroyo Lépez in sod. (2008) navajajo, da niso uspeli
povezati prisotnosti nastetih organskih spojin z rastjo dolo¢enega seva kvasovk.

Hernandez in sod. (2007) so raziskovali esterazno in lipazno aktivnost kvasovk, ki so jih
izolirali iz zelenih namiznih oljk. V vecini primerov sevov so ugotovili esterazno aktivnost,
medtem ko so zaradi delovanja lipaze ugotovili poveCano vsebnost prostih maSc¢obnih
kislin v namiznih oljkah.

Sekundarni metaboliti kvasovk so pomembni zaradi antioksidativnega delovanja. Abbas
(2006) je ugotovil, da doloceni sevi rodov Candida in Saccharomyces lahko sintetizirajo
karotenoide, citronsko kislino, glutation in tokoferole, ki so pomembni antioksidanti.

Kvasovke so zelo pomembne pri fermentaciji ¢rnih oljk na naravni nacin. Z omenjeno
tehnologijo oljke fermentirajo neposredno v slanici, brez predhodnega razgrenjevanja z
lugom. V tem primeru naravno prisotni biofenoli inhibirajo razvoj mlecnokislinskih
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bakterij. Arroyo Lopez in sod. (2008) navajajo, da se populacija kvasovk med fermentacijo
namnozi od 4 do 7 log CFU mL™".

2.4.2 Interakcija kvasovk in mle¢nokislinskih bakterij

Arroyo Lopez in sod. (2008) navajajo, da kvasovke lahko pospeSijo rast in razvoj
mlecnokislinskih bakterij. Tsapatsaris in Kotzekidou (2004) sta ugotovila, da 48 urna
inokulacija kvasovke D. hansenii pospesi rast bakterije L. plantarum, ravno tako so
Segovia Bravo in sod. (2007) pri predelavi zelenih namiznih oljk ugotovili povecano rast
L. pentosus ob prisotnosti S. cerevisiae in posledicno vecjo sintezo mle¢ne kisline.
Kvasovke so kljuénega pomena pri sintezi vitaminov (na primer tiamina, piridoksina,
nikotinske in pantotenske kisline), aminokislin in purinov ter pri razgradnji kompleksnih
ogljikovih hidratov, saj na tak nacin vzpostavijo nujne oziroma osnovne pogoje za rast
mlecnokislinskih bakterij (Viljoen, 2006). Mlecnokislinske bakterije pa sintetizirajo
mlecno kislino, ki znizuje pH slanice namiznih oljk in s tem prepreCuje rast in razvoj
nezazeljenih enterobakterij in klostridijev.

Sanchez in sod. (2001) so proucevali vpliv starterske kulture mle¢nokislinskih bakterij na
potek fermentacije zelenih namiznih oljk na Spanski nacin. Zelene oljke sorte 'Manzanilla'
so razgrenili z lugom in ostanke le tega odstranili s spiranjem in namakanjem oljk v vodi.
Nato so namizne oljke fermentirali v 10 % slanici ter dodali startersko kulturo
mle&nokislinskih bakterij vrste Lactobacillus pentosus (8 log CFU mL™). Avtorji poro&ajo,
da so mlecnokislinske bakterije kljub visoki vrednosti pH slanice (pH nad 9) pospesile
fermentacijski proces in s tem posledicno zmanjsale moznost kontaminacije namiznih oljk
z enterobakterijami. Enterobakterije pa lahko v zacetnih dneh fermentacije zaradi sinteze
plina posredno poskodujejo strukturo oziroma teksturo namiznih oljk in vodijo nepravilno
fermentacijo oljk (na primer masleno fermentacijo) ter s tem poslabsajo kakovost in
povzrocijo kvar namiznih oljk. Leal-Sanchez in sod. (2003) so ugotovili, da inokulum
mle¢nokislinskih bakterij Lactobacillus plantarum (>7 log CFU mL™) ugodno vpliva na
potek fermentacije zelenih namiznih oljk, ki so jih predelali iz sorte 'Manzanilla' na Spanski
nacin. Ugotovili so tudi, da dodatek starterske kulture mlec¢nokislinskih bakterij pozitivno
vpliva na rast in razvoj naravno prisotne populacije kvasovk.

Hurtado in sod. (2009) so proucili vpliv stopnje zrelosti plodov in koncentracije soli na
razvoj mikroorganizmov pri predelavi namiznih oljk iz sorte 'Arbequina’. Izolirali so
rodove Pichia, Saccharomyces, Candida in Cryptococcus. Ugotovili so, da se v primerjavi
z delno obarvanimi in ¢rnimi namiznimi oljkami mle¢nokislinske bakterije pojavijo v
zelenih namiznih oljkah (zgodnje obrani plodovi sorte 'Arbequina’) 10 dni kasneje.
Mlecnokislinske bakterije so dolocili v vzorcih zelenih namiznih oljk po 14-ih dneh
fermentacije v zelo nizki koncentraciji (1 log CFU mL™), kvasovke pa so se razvile Ze po
treh dneh fermentacije (1 log CFU mL™). Avtorji so pri fermentaciji delno obarvanih
plodov po sedmih dneh fermentacije ugotovili prisotnost mlecnokislinskih bakterij (5 log
CFU mL™) in kvasovk (3 log CFU mL™). V vzorcih namiznih oljk, ki so jih predelali iz
popolnoma zrelih plodov, so mlecnokislinske bakterije doloCili po sedmih dneh
fermentacije (2 log CFU mL™), medtem ko so prisotnost kvasovk na povriini plodov
dolo¢ili ze pred predelavo (3 log CFU mL™). Hurtado in sod. (2009) so ugotovili, da zeleni
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plodovi sorte 'Arbequina’ vsebujejo veC biofenolov, ki inhibirajo rast mlec¢nokislinskih
bakterij.

Kvasovke imajo pomembno tehnolosko vlogo tudi pri drugih nacinih predelave oljk.
Panagou (2006) je prouceval fizikalnokemijske in mikrobioloske spremembe c¢rnih
namiznih oljk, ki so bile predelane v plasteh neposredno v soli. Ugotovil je, da so po 20-ih
dneh predelave prisotne le kvasovke (5,6 log CFU mL") in da je zaGetna populacija
mlecnokislinskih bakterij zaradi nizke vodne aktivnosti (aw = 0,84) izumrla.

Arroyo Loépez in sod. (2008) navajajo, da je interakcija med kvasovkami in
mlecnokislinskimi bakterijami pomembna za kon¢no stabilnost izdelka. Raziskav na tem
podro¢ju je Se relativno malo, potrebno je natanéno prouciti antagonisticne in
sinergistin¢ne uc¢inke med omenjenimi mikroorganizmi.

2.4.3 Rast kvasovk pri shranjevanju namiznih oljk

Garrido Fernandez in sod. (1997) porocajo, da kvasovke lahko, kljub nizki vrednosti pH
pakiranih namiznih oljk, delujejo kot kvarljivci, saj za rast lahko izkoristijo rezidualni
oziroma nepovreti sladkor in se tako namnozijo do 6 log CFU mL™. Ruiz Cruz in Gonzalez
Cancho (1969, cit. po Arroyo Lopez in sod., 2008) porocata, da kvasovke lahko v aerobnih
pogojih izkoristijo mle¢no in ocetno kislino kot substrat za rast. V anaerobnih pogojih
kvasovke niso sposobne izkoristiti omenjenih kislin in tako ne povzrocajo kvar namiznih
oljk.

Panagou (2002) je ugotovil, da shranjevanje namiznih oljk v modificirani atmosferi
oziroma z uporabo CO, ugodno vpliva na kakovost oljk in inhibira rast kvasovk. Betts in
sod. (1999) porocajo o sinergisticnem vplivu pH-ja, koncentracije soli in nizke temperature
skladis¢enja namiznih oljk pri ohranjanju stabilnosti izdelka. Poskuse so opravili na rodove
Debaryomyces, Pichia, Candida in Saccharomyces. Tudi Duran Quintana in sod. (2003) so
potrdili rezultate sinergisticnega ufinka omenjenih dejavnikov na vrstah P. anomala, P.
membranifaciens, P. minuta, S. cerevisiae in D. hansenii. Arneborg in sod. (1995)
porocCajo, da je ucinek ocetne kisline, ki je naravno prisotna ali lahko dodana kot
konzervans, pri zaviranju rasti S. cerevisiae zelo odvisen od puferske kapacitete slanice.
Kvasovke lahko negativno vplivajo na znacilnosti koncnega izdelka oziroma namiznih
oljk. V primeru, da s svojim metabolizmom proizvajajo vecje koli¢ine CO, povzrocajo
napihovanje embalaZe, odgovorne so za motnost slanice in s svojimi metaboliti negativno
vplivajo na vonj in okus oziroma na senzori¢ne znacilnosti namiznih oljk. Arroyo Lopez in
sod. (2008) navajajo, da so Stevilni raziskovalci proucili vpliv sorbinske in benzojske
kisline in njunih soli na stabilnost namiznih oljk in ugotovili inhibicijo kvasovk. Uporaba
omenjenih konzervansov je med drugim dovoljena tudi v TrZznem standardu o namiznih
oljkah (Trade standard..., 2004).

Pri zagotavljanju stabilnosti pakiranih namiznih oljk je potrebno zagotoviti ustrezen pH,
koncentracijo soli in temperaturo, ki preprecuje rast kvasovk. V ta namen se lahko
namiznim oljkam dodajajo razlicne kisline (na primer citronska, mlecna, ocetna,
klorovodikova, sorbinska, benzojska) in druge dodatke, kot je, na primer, naravni ekstrakt
rozmarina. Arroyo Lopez in sod. (2008) porocajo, da je potrebno z raziskavami vpliva
ekoloskih dejavnikov na rast in inhibicijo kvasovk ter o uporabi podatkov pri modeliranju
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in vodenju fermentacije in zagotavljanju primernega skladiSCenja namiznih oljk
nadaljevati, saj je trenutno zbranih premalo podatkov.

Novejse raziskave so osredotoCene tudi na zimocidno aktivnost (killer activity) dolo¢enih
vrst kvasovk. Zimocidne kvasovke lahko sintetizirajo strupene beljakovine oziroma
glikoproteine (zimocine), ki povzrocijo smrt dolocenih obcutljivih sevov kvasovk. Arroyo
Loépez in sod. (2008) navajajo, da so Stevilni avtorji ugotovili, da ob prisotnosti zimocidnih
kvasovk lahko zmanjSamo uporabo soli in konzervansov pri pakiranju in ohranjanju
kakovosti namiznih oljk. Zimocidna aktivnost je bila ugotovljena pri kvasovkah rodu
Debaryomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida in Torulaspora. Santos in sod. (2000) so
ugotovili, da P. membranifaciens sintetizira zimocin, ki se veze na (1—6)-p-D-glukan
celiéne stene kvasovke C. boidinii IGC 3430 in da je toksin najbolj aktiven v prisotnosti
NaCl. Vezava na (1—6)-pB-D-glukan je zelo hitra, saj potece ze v 2 minutah. Aktivnost je
pogojena z vrednostjo pH medija in koncentracijo soli v slanici (Hernandez in sod., 2008).

2.4.4 Genetske znacilnosti kvasovk, izoliranih iz proizvodnje namiznih oljk

Kakovost namiznih oljk je odvisna od poteka fermentacije, ki jo vodijo kvasovke in/ali
mlecnokislinske bakterije. Posamezen sev kvasovk lahko pomembno vpliva na
izoblikovanje konénih znacilnosti namiznih oljk. Arroyo Lépez in sod. (2006) so
proucevali genetski profil desetih izolatov Saccharomyces cerevisie iz zelenih namiznih
ugotovili, da je populacija izoliranih kvasovk heterogena. Barrio in sod. (2006) navajajo,
da do sedaj genetske znadilnosti izolatov rodu Saccharomyces, ki vodijo fermentacijo
namiznih oljk niso bile opisane. To bi bilo koristno pri razvoju primerne starterske kulture,
ki bi lahko izboljSala industrijsko proizvodnjo namiznih oljk z dolo¢enimi senzori¢nimi
znacilnostmi.
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2.5 SENZORICNO OCENJEVANIJE NAMIZNIH OLJK

Senzori¢no ocenjevanje namiznih oljk temelji na kvalitativni in kvantitativni deskriptivni
senzoric¢ni analizi. Metoda senzori¢nega ocenjevanja in kriteriji za razvrS¢anje namiznih
oljk v kakovostne kategorije so opisani v dokumentu COI/OT/MO/Doc. No 1 Sensory
analysis of table olives, ki ga je oktobra 2008 izdal Mednarodni svet za oljke (IOC).
Senzori¢no ocenjevanje poteka v laboratoriju, opremljenem v skladu z zahtevami, ki so
opredeljene v standardu Mednarodnega sveta za oljke COI/T.20/Doc. no. 6/Rev. 1 Guide
for the installation of a test room. Vzorci namiznih oljk so predstavljeni v kozarcih, ki se
sicer uporabljajo pri senzoricnem ocenjevanju deviskega oljcnega olja. Znacilnosti
kozarcev so definirane v standardu COI/T.20/Doc. no. 5 Glass for oil testing. Pri
senzoricnem ocenjevanju namiznih oljk sodeluje od 8 do 10 izSolanih preskusevalcev. Da
preskuSevalec opravi svojo nalogo pravilno, mora imeti vsako ocenjevalno mesto
naslednjo opremo:

e predpisane in oznacene kozarce z vzorci, pokrite z urnim steklom;

e plasti¢no ali kovinsko palico (nabodalo), vilice, Zlico ali klesce;

e specificni ocenjevalni list;

e svinc¢nik ali pero;

e kozarec vode sobne temperature.

V vsak kozarec za senzori¢no ocenjevanje pripravimo toliko namiznih oljk, da je dno
kozarca pokrito z enim slojem oljk in z zadostno koli¢ino slanice, da prekrije vzorec. V
primeru, da je velikost oziroma kaliber vzorcev nad 91/100 (manjsi plodovi), pripravimo v
kozarce toliko oljk, da volumen vzorca ne presega polovico viSine kozarca oziroma 30
mm. V primeru, da je kaliber namiznih oljk pod 91/100 (vecji plodovi) pripravimo v
kozarec vsaj 3 namizne oljke in nalijemo zadostno koli¢ino slanice oziroma vsaj do treh
Cetrtin viSine plodov. Kozarce ozna¢imo in pokrijemo z urnim steklom. Vzorce,
pripravljene za senzori¢no ocenjevanje, hranimo v kozarcih pri sobni temperaturi, ki ne
sme biti nizja od 20-22 °C.

Preskusevalci zapisujejo prisotnost in intenzivnost zaznanih senzori¢nih znacilnosti na
ocenjevalni list, ki je prikazan v prilogi. Definicije navedenih znacilnosti so opisane in
podane v poglaviju 3.3.18 Senzori¢no ocenjevanje namiznih oljk.

Standard Sensory analysis of table olives (2008) predpisuje tudi najvecje dovoljeno Stevilo
vzorcev, ki se lahko senzori¢no oceni v enem dnevu, in sicer dovoljuje se tri ocenjevanja
na dan, pri vsakem ocenjevanju pa se lahko senzoricno preskusi le dva vzorca namiznih
oljk. Torej skupno 6 vzorcev na dan. Ko preskusevalec zakljuci ocenjevanje posameznega
vzorca in pred pricetkom ocenjevanja naslednjega vzorca, si nevtralizira okus s kozarcem
vode sobne temperature in si odpocije vsaj 15 minut. V primeru, da preskusevalec zazna na
vonju zelo intenzivno negativno znacilnost, lahko z ocenjevanjem preneha in to izredno
okolis¢ino zabelezi na ocenjevalni list.

Standard priporoca, da se vzorci namiznih oljk senzori¢no ocenjujejo v dopoldanskem
casu, pred kosilom, ko je ostrina vohalno-okusalnih sposobnosti preskusevalcev optimalna.

Po =zakljuCenem ocenjevanju vodja panela zbere ocenjevalne liste in s pomocjo
racunalniSkega programa prouci intenzivnost mediane za posamezno znacilnost.
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Namizne oljke se razvrSca v tri kakovostne kategorije (ekstra, prva in druga kategorija),
predhodno opisane v poglavju 2.2 Trzni standard in znacilnosti namiznih oljk, v skladu z
izracunano mediano negativne znacilnosti, ki je najbolj intenzivna. Kriteriji oziroma mejne
vrednosti za razvr§¢anje namiznih oljk v kakovostne kategorije so podani v spodnji
preglednici 5.

Preglednica 5: Razvrs¢anje namiznih oljk v kategorije (Sensory analysis of table olives, 2008)
Table 5: Table olives categorization (Sensory analysis of table olives, 2008)

Kategorija Mediana najbolj intenzivne napake
ekstra Me < 2,0 cm

prva 2cm<Me<3,5cm

druga 3,5cm<Me<6,0cm

Oljke, neprimerne za prehrano Me > 6,0 cm

V kategorijo oljke, neprimerne za prehrano, se uvrscajo namizne oljke z zelo izrazitimi
senzori¢nimi napakami in zato niso namenjene za trg.

2.5.1 Negativne senzori¢ne znacilnosti (napake) namiznih oljk

Ricci (2007) poroca, da tehnoloski postopek priprave oziroma fermentacije namiznih oljk
in shranjevanje namiznih oljk pomembno vplivata na kon¢no kakovost izdelka. Nepravilna
tehnologija predelave lahko vodi do spremembe fizikalnokemijskih parametrov in
senzori¢nih znacilnosti namiznih oljk ter h kvaru zivila. Bakterije in kvasovke vplivajo s
svojimi metaboliti k izoblikovanju senzori¢nih znacilnosti namiznih oljk. Ugotovljeno je
bilo, da se na povrSini slanice lahko razvije sloj plesni, ki skupaj s kvasovkami in
bakterijami kvarijo namizne oljke oziroma kvasovke porabijo mle¢no kislino in posledi¢no
se zvisuje vrednost pH slanice.

2.5.1.1 Gnilobna fermentacija (po gnilem)

Po definiciji je zaznava, ki spominja na vonj po razkroju organskih snovi. Pojavi se bolj
pogosto v prvi fazi fermentacije zelenih namiznih oljk, ki so bile predelane na Spanski
nacin, vendar z zmanjSano populacijo oziroma v odsotnosti mlecnokislinskih bakterij. V
zacetni fazi fermentacije se zaradi ugodnih pogojev (dostopnost hranil oziroma substratov
za fermentacijo, vrednost pH je $e visoka) lahko razvijejo bakterije rodov Clostridium, ki s
svojim delovanjem privedejo do razkroja organskih spojin in zavirajo mle¢nokislinsko
fermentacijo. Gniloben vonj in okus se ne da odpraviti niti s spiranjem oljk, zakisanjem
izdelka in/ali menjavo slanice. Zato je pomembno, da predelava namiznih oljk poteka v
higiensko ustreznih sodih oziroma bioreaktorjih.

2.5.1.2 Maslena fermentacija

Maslena fermentacija se pojavi v zacetnih 15-ih ali 20-ih dneh fermentacije, ponavadi pri
predelavi zelenih oljk na Spanski nacin. Zaradi vi§je vrednosti pH (zaradi usedline luga
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oziroma sodavice), niZje koncentracije soli in poviSane temperature se razvijejo anaerobne
bakterije vrste Clostridium butyricum, ki sintetizirajo masleno kislino. Pojavi se lahko tudi
pri naravnem nacéinu predelave ¢rnih oljk. Namizne oljke pridobijo znacilen vonj po
zarkem maslu. Rast in razvoj vrste Clostridium butyricum lahko prepre¢imo, ce
fermentiramo plodove v 7-8 % slanici pri vrednosti pH, ki ni visja od 4,3. Preventivno
moramo paziti na higieno opreme, ki jo uporabljamo za predelavo namiznih oljk, v
zaCetnih dneh predelave sistematicno premeSamo in homogeniziramo slanico ter
spremljamo vrednost pH in koncentracijo slanice.

2.5.1.3 Nastanek plina (alambrado)

Poskodba strukture namiznih oljk (zelenih in ¢rnih) zaradi prisotnosti plina kaze, da je
prislo do kontaminacije z Gram-negativnimi bakterijami (npr. Aerogenes, Aerobacter in
drugi rodovi), ki uspevajo pri vi§ji vrednosti pH ali pri koncentraciji slanice manjsi od 6 %.
Znanih je ve¢ poskodb namiznih oljk. Plin se lahko zadrzi in pod povrhnjico plodov se
izoblikujejo Zepki (gas pocket), ali pa v obliki ribjega ocesa (fish eye) oziroma pride do
poskodbe mezokarpa vse do kosc¢ice (alambrado).

Pogosto se tovrstna napaka pojavi pri plodovih, ki se nahajajo v zgornjih plasteh tik pod
povrsino slanice. Obi¢ajno se plodovi napihnejo in zaradi nizje specificne teze lebdijo
oziroma plavajo na povrsini slanice. V primeru, da opazimo opisani pojav, lahko
pravocasno ukrepamo in z dodajanjem mlecne ali ocetne kisline znizamo vrednost pH do
4, hkrati pa pove¢amo koncentracijo slanice na 6,5-7,5 %.

V primeru predelave zelenih oljk na Spanski nacin lahko prepre¢imo nastanek plina z
vpihovanjem CO, in z zakisanjem slanice z ocetno kislino. Pri predelavi ¢rnih oljk, na
naravni nacin) pa se vpihuje kisik, da prevladujejo aerobni procesi, in ze v zacetku rahlo
zakisamo slanico.Nizke temperature pa preprecujejo nastanek plina pri shranjevanju in
skladis¢enju namiznih oljk.

2.5.1.4 Mehcanje plodov (softening)

Mehcanje plodov je posledica delovanja encima poligalakturonaza (pektoliticna diastaza)
zaradi kontaminacije s plesni (Fusarium, Aspergillus, Penicillium) in/ali aktivnosti
kvasovk (Candida, Debaryomyces, Saccharomyces, Rhodotorula) in bakterij, ki se
razvijejo pri vrednosti pH visji od 4,8 in nizki koncentraciji slanice. Do napake lahko pride
ze pri fermentaciji zelenih oljk ali pri skladiS¢enju zelenih ali ¢rnih oljk. Napako lahko
prepre¢imo, zato je pomembno, da spremljamo pH in koncentracijo slanice, ter se
izognemo plesnivemu filmu na povrsini slanice. Pomembno je, da vzdrzujemo konstanten
nivo slanice oziroma, da so posode vedno polne.

2.5.1.5 Nepravilna propionsko-maslena fermentacija (zapateria)

Vonj in okus po propionsko-masleni fermentaciji spominja na gnilo usnje, v Spaniji
napako imenujejo zapateria, saj zaznave spominjajo na ¢evljarsko delavnico. Ponavadi do
te napake pride pri predelavi zelenih namiznih oljk na $panski nacin.
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Do napake pride zaradi delovanja bakterij rodov Clostridium in Propionibacterium, ki se
razvijejo na koncu fermentacije ali pri skladi§¢enju namiznih oljk, pri nizki vrednosti pH
(pod 4,2), ko je vsebnost prostih kislin med 3 in 4 g/L, pri koncentraciji slanice, nizji od 6
% in pri (zelo) poviSani temperaturi.

2.5.1.6 Gubanje plodov (arrugato)

Do gubanja plodov pride pri uporabi zelo koncentriranih slanic. Napaka je reverzibilna, ¢e
zmanjSamo koncentracijo slanice oziroma prenesemo oljke v novo manj koncentrirano
slanico. Do napake pride tudi, ¢e se med predelavo CO, zadrzuje v plodovih in po
zaklju€eni fermentaciji le ta izhaja. Posledi¢no se eksokarp oziroma povrhnjica namiznih
oljk naguba.

2.5.1.7 Motnost in sluzavost slanice

Motnost in sluzavost slanice se pojavi pri skladis¢enju zelenih oljk, ki so bile predelane na
Spanski nacin. Motnost in sluzavost slanice ne vplivata na senzori¢ne znacilnosti namiznih
oljke. Napaka je lahko reverzibilna, vendar v primeru, da se slanica ne zbistri, je
priporocljivo pripraviti novo slanico.

2.5.1.8 Sprememba barve plodov

Do spremembe barve pride pri skladiscenju ¢rnih oljk, predelanih na naravni nacin, ali pa
pri fiksaciji barve, ko izpostavimo plodove na zrak, pred koncnim izborom namiznih oljk.
Plodovi se modrikasto obarvajo oziroma barva se lahko spremeni v zelenkasto ali sivo, kar
negativno vpliva na koncni izgled namiznih oljk. V Gr¢iji imenujejo tovrstno napako z
izrazom galazoma. Opazili so, da se barva plodov spremeni, ¢e so hranjeni v slanici s
koncentracijo pod 8 %, ali pri temperaturi nad 30 ali 32 °C oziroma pri plodovih, ki so bili

zgodaj obrani v olj¢nikih, opremljenih z namakalnim sistemom.

2.5.1.9 Poskodba eksokarpa in meh¢anje mezokarpa

Do poskodbe in pretrganja povrhnjice ter mehcanja mezokarpa pride pri predelavi ¢rnih
oljk na kalifornijski nain zaradi delovanja bakterije Cellulomonas flavigena in
koliformnih bakterij, ki razgrajujejo celulozo.

2.5.1.10 Zelene pege

Pojav zelenih madezev na povrsini zelenih namiznih oljk, predelanih na Spanski nacin, so
opazili le pri predelavi nekaterih §panskih sort oljk (npr. Manzanilla). Vzroki za nastanek
madeZzev Se niso znani, vendar izkljuCujejo, da so posledica uporabe fungicidov in
preparatov na bazi bakra.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

V raziskavo smo vkljuéili oljke dveh, za Slovensko Istro znacilnih, sort 'Storta’ in 'Istrska
belica'. Plodove smo vzorc¢ili oktobra 2006 in 2007. Pred predelavo smo plodove kalibrirali
oziroma razvrstili glede na Stevilo plodov na kilogram s pomocjo laboratorijskega
kalibratorja v naslednje skupine: 'Storta' 351/380 (od 351 do 380 plodov/kg oljk) in Tstrska
belica' 321/350.

Sorta 'Storta' je avtohtona sorta, ki dozori zgodaj. Plodovi so srednje veliki in podolgovate
oblike. Ob¢utljiva je na napad oljéne muhe (Bactrocera oleae). Zaradi manjSe vsebnosti
olja, primerne teksture in dobre lotbe kos¢ice od mezokarpa se plodove sorte 'Storta’
tradicionalno predela v namizne oljke. Plodovi so bili ob obiranju delno obarvani.

Sorta 'Istrska belica' je najbolj razsirjena (63 % vseh kultiviranih sort) sorta v Slovenski
Istri, ki je bila verjetno prineSena po pozebi leta 1929. Plodovi so elipticne oblike, srednje
velikosti in zeleno obarvani. Listi pa so znacilno spiralasto zviti, suli¢aste oblike. Dozoreva
pozno, obiCajno sredi novembra. Dobro prenasa nizke temperature, obcutljiva pa je na
napad olj¢éne muhe (Bactrocera oleae) in kaparja (Cicloconium oleaginum). Za sorto
Tstrska belica' je znacilna visoka vsebnost olja, zato se ve€ino pridelka predela v
kakovostno ekstra devisko olj¢no olje, vendar jo zaradi dobre zastopanosti v regiji
pridelovalci uporabljajo tudi za predelavo v namizne oljke.

3.2 PREDELAVA NAMIZNIH OLJK

Namizne oljke sort 'Storta' (S) in 'Istrska belica' (IB) smo takoj po obiranju predelali v
namizne oljke. Posluzili smo se dveh razli¢nih tehnoloskih postopkov:

e Tradicionalni nacin predelave: plodove oljk smo razgrenjevali v vodi (10 dni) in
fermentirali v slanici. Vodo smo menjali na dva dni, oljke pa fermentirali 2 dni v
3,5 % slanici, nato 5 dni v 4,2 % slanici in do zakljucka predelave v 6,2 % slanici.
Potekala je spontana fermentacija, starterske kulture nismo dodali.

e Modificirani Spanski nacin predelave: plodove smo razgrenjevali z 2 % raztopino
NaOH 8 ur, spirali ostanke luga 24 ur in fermentirali v 6,2 % slanici. Potekala je
spontana fermentacija, starterske kulture nismo dodali.

Vsak tehnoloski postopek smo izvedli v dveh ponovitvah (slika 11). Za vsak tehnoloski
postopek smo uporabili po 2 kg zdravih plodov sort 'Storta' in 'Istrska belica'. V vsako
posodo smo dali 1 kg oljk in 1,5 L vode, luga oziroma slanice. Fermentacijo smo izvajali v
3 L zaprtih posodah pri sobni temperaturi 60 in 180 dni. Iz vsake posode smo odvzeli po 2
vzorca, torej smo analize za vsak tehnoloski postopek izvedli v 4 ponovitvah.
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Slika 11: Shema poteka preskusa
Fig. 11: Flow chart of the experiment

28



Valenci¢ V. Vpliv tehnoloskih postopkov na kakovost namiznih oljk Slovenske Istre. 29
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2010

3.3 METODE

Za proucevanje vpliva tehnologije predelave na kakovost in znacilnost namiznih oljk
Slovenske Istre, smo uporabili razlicne fizikalnokemijske analize slanice (merjenje
vrednosti pH, doloCevanje vsebnosti prostih kislin in koncentracije slanice), ki jih doloca
Trzni standrad... (2004), spektrofotometrijsko in kromatografsko doloCevanje vsebnosti
skupnih  biofenolov, hidroksitirosola in tirosola ter doloCevanje antioksidativne
ucinkovitosti. Mikrobioloske analize so obsegale dolocevanje skupnega Stevila
mikroorganizmov, skupnega stevila kvasovk in plesni, Stevila mle¢nokislinskih bakterij in
identifikacijo kvasovk s fizioloskimi in molekularnimi metodami. Za senzori¢no analizo
namiznih oljk smo uporabili kvantitativno opisno analizo.

3.3.1 Merjenje vrednosti pH

Vrednost pH slanice smo merili s pH metrom Iskra, Slovenija, tip MA 5730.

3.3.2 Dolocevanje vsebnosti prostih Kislin

Proste kisline smo dolo¢ili titrimetriéno. 10 mL vzorca slanice smo odpipetirali v
erlenmajerico, dodali nekaj kapljic fenolftaleina (1 % etanolna raztopina) in titrirali do
ekvivalentne tocke s standardizirano 0,1 M raztopino NaOH. Rezultat smo izrazili v g
mlec¢ne kisline/100 mL.

Craon (MOIL™) x Vo, (ML) % 90,08 (gmol ") ... (1)

Vsebnost prostih kislin (g/lOO mL) = 10 mL x 10
mL X

3.3.3 Refraktometri¢no dolo¢evanje koncentracije slanice

Koncentracijo slanice smo dolocili z refraktometrom Neolab, Nemc¢ija, model 7-0111, ki je
specificen za dolocevanje koncentracije slanice. Rezultat (% slanice) smo neposredno
odcitali na skali instrumenta.

3.3.4 Priprava ekstraktov za dolocevanje biofenolov in antioksidativne udinkovitosti

100 g plodov smo liofilizirali pri -60 °C in 0,04 mbar 72 ur oziroma do konstantne mase v
liofilizatorju Christ, Nem¢ija, model Alfa 1-2 LD. Zabelezili smo izgubo mase vzorcev in
izracunali suho snov. Liofilizirane vzorce smo homogenizirali in zmleli v prah.
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Biofenole smo ekstrahirali po modificirani metodi, ki jo opisujejo Vinha in sod. (2005).
Metodo smo optimizirali, saj smo biofenole ekstrahirali ob dodatku internega standard. V
50 mL-centrifugirko smo odtehtali 250 mg zmletega vzorca in dodali 1 mL internega
standarda (siringinska kislina, ¢ = 0,15 mg/mL). Biofenole smo ekstrahirali (stresali) 2
minuti s 5 mL metanola in filtrirali skozi grobi filtrirni papir. Ekstrakcijo smo ponovili Se 2
krat (do negativne reakcije z 20 % NaOH; pri pozitivni reakciji se ekstrakt rumeno
obarva). Zdruzene filtrate smo na rotavaporju posusili do suhega (40 °C). PosuSeni ekstrakt
smo raztopili v 4 mL metanola, filtrirali skozi filter s porami @ 0,45 pm in prenesli v vialo
za HPLC.

Vzorce za spektrofotometricno doloc¢evanje skupnih biofenolov in antioksidativne
ucinkovitosti smo pripravili na zgoraj opisani nacin, brez dodatka internega standarda.

3.3.5 Spektrofotometri¢no dolo¢evanje vsebnosti skupnih biofenolov

Vsebnost skupnih biofenolov smo dolocili spektrofotometricno v skladu z metodo, ki
opisana v literaturi (Gutfinger, 1981). V 10 mL-merilno buc¢ko smo dodali 5 mL vode, 50
puL metanolnega ekstrakta in 0,5 mL reagenta Folin-Ciocalteu. Vzorec smo premesali in po
3 minutah dodali 1 mL nasicene raztopine Na,CO3 in dopolnili buc¢ko do oznake z vodo.
Nastal je obarvan kompleks, katerega intenziteto smo izmerili spektrofotometrijsko proti
slepemu vzorcu pri valovni dolzini 725 nm, po 1 uri. Slepi vzorec smo pripravili na enak
nacin kot vzorec brez dodatka ekstrakta. Vsebnost skupnih biofenolov smo izracunali iz
umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili s kavno kislino (30-100 pg/10 mL).

2
Mg XVe S5 1000 @
vV, xm, 100

ex \

Vsebnost skupnih biofenolov (mg/kg):

mp  masa biofenolov v bucki (ng), dobljena iz umeritvene krivulje (mp =k * A + n)
A izmerjena absorbanca

Vv volumen delovne raztopine (mL)

Vex  volumen dodanega ekstrakta (uL)

my odtehta vzorca (g)

ss suha snov (%)

3.3.6 Dolocevanje vsebnosti skupnih biofenolov, hidroksitirosola in tirosola s
tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC)

Vsebnost skupnih biofenolov, hidroksitirosola in tirosola smo dolo¢ili s tekocinsko
kromatografijo visoke loc¢ljivosti (HPLC) po modificirani metodi, ki jo opisujejo Cortesi,
Rovellini in Fusari (2002). Optimizirali smo uporabo mobilnih faz. V izvorni metodi
avtorji uporabljajo tri mobilne faze, vendar, ker je razmerje dveh mobilnih faz konstantno,
smo se odlocili, da pripravimo meSanico le-teh (metanol:acetonitril=1:1, V,V).
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Raziskovalci so metodo razvili za doloCevanje vsebnosti biofenolov v oljénem olju in je
sprejeta s strani Mednarodnega sveta za oljke (IOC). Dolocuje se vsoto naravnih in
oksidiranih derivatov olevropeina in ligstrozida ter lignane, flavonoide in fenolne kisline
pri 280 nm.

Uporabili smo tekoCinski kromatograf Hewlett Packard 1050 Series HPLC system,
opremljen s kvaternarno c¢rpalko, avtomatskim vzorCevalnikom in UV detektorjem
(detekcija pri valovni dolzini 280 nm). Biofenole smo locili na reverzni fazi na koloni C18
Phenomenex Luna C18 (2), 250 x 4,6 mm, 5 um (ZDA).

Separacija biofenolov je potekala z gradientno elucijo, pretok 1 mL/min. Mobilna faza A je
bila 0,2 % vodna raztopina H;PO4 (V/V), mobilna faza B meSanica metanola in acetonitrila
(1:1, V/V). Gradient na zacetku analize je bil 96 % mobilne faze A in 4 % mobilne faze B,
ki se je nato v 40 min spremenil na 50 % B, v naslednjih 5 min na 60 % B in v zadnjih 15
min na 100 % B. Po 72 min od zaetka analize se je koncentracija mobilne faze B
zmanjsala na zacetno vrednost 4 % za 10 min.

Sestavo biofenolov smo dolocili v 10 pL alikvotu metanolnega ekstrakta. Biofenole smo
kvantitativno doloc€ili na osnovi internega (siringinska kislina) in zunanjega standarda
oziroma kalibracijske meSanice tirosola (0,030 mg/mL) in siringinske kisline (0,015
mg/mL). Izracunali smo faktor odziva za tirosol in siringinsko kislino. Nato smo izra¢unali
Se relativni faktor odziva med siringinsko kislino in tirosolom, ki nam omogoca, da ob
uporabi internega standarda preraCunamo vsebnost biofenolov na tirosol. Vsebnost
biofenolov smo ovrednotili s pomocjo programa Chemstation. Pri podajanju vsote skupnih
biofenolov smo upostevali povrsino vseh vrhov, ki se eluirajo pri retencijskem casu od 10
do 50 minut.

3.3.7 Dolocevanje antioksidativne uc¢inkovitosti

Antioksidativno uc¢inkovitost ekstraktov namiznih oljk smo dolocili z DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikalom, v skladu z metodo, ki je opisana v literaturi (Brand-Williams,
Cuvelier in Berset, 1995). V 1 c¢m kiveto smo dali 3 mL DPPH (1 x 10™ mol/L) in izmerili
absorbanco (Ag) pri 515 nm. Dodali smo od 0 do 300 pL metanola (V) in (300-Vy,) puL
ekstrakta. Kiveto smo postavili v temo in 15 min po dodatku ekstrakta ponovno izmerili
absorbanco (Ajs). Antioksidativno ucinkovitost (ICsp) smo preracunali s pomocjo graficne
interpolacije podatkov in pridobili koncentracijo substrata, ki zmanjsa zacetno koli¢ino
DPPH za 50 %. Zaradi bolj nazorne interpretacije rezultatov smo preracunali
protiradikalsko mo¢ (ARP=1/ICs).

3.3.8 Dolocevanje skupnega Stevila mikroorganizmov

Za dolocevanje skupnega Stevila mikroorganizmov smo uporabili gojis¢e NA (hranljivi
agar) (Oxoid LTD., Anglija, koda: CM003). Odtehtali smo 14 g gojis¢a v 500 mL vode in
dodali 1,5 g glukoze. Vzorce mati¢ne raztopine plodov (pred predelavo) in slanice smo
redc¢ili po Kochu in inkubirali pri 37 °C 2 dni.
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3.3.9 Dolocevanje skupnega Stevila kvasovk in plesni

Za dolocCevanje skupnega Stevila kvasovk in plesni smo uporabili gojis¢e OGY (Biolife
Italiana S.r.l., Italija, koda: 4018382). Odtehtali smo 20 g gojisca v 500 mL vode. Pred
razvijanjem ploS¢ smo v gojisce dodali antibiotik tetraciklin (0,1 g/L), ki inhibira rast
bakterij. Vzorce maticne raztopine plodov (pred predelavo) in slanice smo redcili po
Kochu in inkubirali pri 28 °C 7 dni.

3.3.10 Dolocevanje Stevila mleénokislinskih bakterij

Za dolocevanje Stevila mlecnokislinskih bakterij smo uporabili gojis¢e MRS (Merck
KgaA, Nemcija, koda: 1.10660.0500). Odtehtali smo 34 g gojis¢a v 500 mL vode. Z
ocetno kislino smo znizali pH gojis¢a na 4,9 in dodali kalijev sorbat (0,4 g/L) za inhibicijo
rasti kvasovk in plesni. Vzorce mati¢ne raztopine plodov (pred predelavo) in slanice smo
red¢ili po Kochu, shranili v anaerobni lonec, prepihali s CO; in inkubirali pri 37 °C 3 dni.

3.3.11 Priprava vzorcev za identifikacijo kvasovk

Izolirane kulture kvasovk smo shranili v 1 mL 10 % raztopine glicerola in globoko
zamrznili pri -80 °C do revitalizacije v tekocem gojis¢éu YM, ki je vsebovalo 0,3 %
kvasnega ekstrakta, 0,3 % sladnega ekstrakta, 0,5 % peptona in 1 % glukoze. Vzorce smo
inkubirali pri 27 °C na stresalniku (200 rpm). Kvasovke smo nacepili na trdno gojisc¢e YM,
ki je poleg predhodno nastetih substratov vseboval 2 % agarja in 0,5 % ampicilina. Plosce
smo inkubirali pri 27 °C 5 dni.

3.3.12 Izolacija DNA

Izolacijo DNA smo izvedli po veljavnem protokolu genskega laboratorija (Raspor, Smole
Mozina in Cadez, 2001). V 1,5 mL-mikrocentrifugirko smo dodali sterilni pesek in 4
kolonije kvasovk ter z vrtenjem s sterilno mikropestilo zdrobili celice. Dodali smo 500 pL
TES pufra (1 M Tris pufer pH=8; 100 mM EDTA pH=S; 2 % SDS), ki smo mu predhodno
dodali proteinazo K (0,2 mg/vzorec). Inkubirali smo 30 min pri 55-60 °C in vsake 5 min
premesali. Dodali smo 140 pL. 5M NaCl in 65 uL. meSanice 10 % CTAB in 0,7 M NacCl,
premesali in inkubirali 10 min pri 65 °C. Dodali smo 700 uL. meSanice kloroforma in
izoamilnega alkohola (24:1, V/V), premesali in inkubirali 30 min na ledu. Centrifugirali
smo 10 min pri 4 °C pri 14000 rpm. V nove mikrocentrifugirke smo dodali 225 pLL 5 M
amonacetata, odpipetirali supernatant, premesali in inkubirali 30 min na ledu.
Centrifugirali smo 10 min pri 4 °C pri 14000 rpm. V nove mikrocentrifugirke smo dodali
700 pL izopropanola, odpipetirali supernatant, premesali in inkubirali 15 min na ledu.
Centrifugirali smo 10 min pri 4 °C pri 14000 rpm. Odlili smo supernatant, pelet sprali z
900 pL 70 % etanola in centrifugirali 10 min pri 14000 rpm pri sobni temperaturi. Odlili
smo etanol, pelet posusili na zraku in raztopili DNA v 100 uL TE pufra.
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3.3.13 Priprava vzorcev za analizo RFLP (polimorfizem dolZin restrikcijskih
fragmentov) in pomnoZevanje DNA v veriZni reakciji s polimerazo (PCR)

V vsako Eppendorf centrifugirko z DNA smo dodali 1 pL RNAze (10 mg/mL), premesali
v centrifugi (Eppendorf centrifuge 5415C), inkubirali pri 37 °C 30 min ter ponovno
premesali. Odpipetirali smo 3 pL DNA v posodice za PCR.

Za vsak vzorec smo v posodice za PCR odpipetirali 27 pL meSanice kemikalij in zaCetnih
oligonukleotidov (3,3 uL 10x pufra PCR, 1,3 uL 50 mM MgCl,, 2,6 uL 2,5 mM dNTP,
1,6 uL ITS1, 1,6 uL ITS4, 19 pL bidestilirane vode, 0,1 pL polimeraze Taq). Skupen
volumen za restrikcijo je bil 30 pL. Regijo ITS rDNA smo pomnozili z verizno reakcijo s
polimerazo (PCR) v naslednjem zaporedju: segrevanje na 95 °C 5 min, 30 ciklov
namnozevanja (95 °C 30 s - 55,5 °C 30 s - 72 °C 1 min), 72 °C 7 min in ohladitev na 4 °C.

3.3.14 Elektroforeza in identifikacija pomnoZene rDNA

Specifi¢nost pomnozitve smo preverili z elektroforezo (Consort E455). Pripravili smo 170
mL 1,5 % agaroznega gela v 1 x pufru TAE. Na plos¢ice smo pripravili 1 pL nanaSalnega
pufra, 2 uL destilirane vode in 3 L. pomnozene rDNA. Razred¢en produkt smo nanesli v
zepke gela ter v prvi in zadnji zepek dodali 5 pL oznacevalca dolzin (100 kb ladder,
Fermentas). Elektroforeza je potekala pri 180 V in 500 mA okvirno 30 min. Gel smo
barvali v raztopini etidijevega bromida (0,5 pg/uL) 15 min in spirali v destilirani vodi 10
min. Fragmente smo dokumentirali s sistemom GelDoc 2000 BIORAD za dokumentiranje
gelov in rezultate ovrednotili s programom QuantityOne.

3.3.15 Restrikcija

Restrikcijo smo izvedli z uporabo treh restrikcijskih endonukleaz: Cfol, Haelll in Hinfl. Za
vsak vzorec smo pripravili restrikcijsko meSanico za posamezen encim (1 pL specificnega
pufra za dolocen restrikcijski encim, 0,2 pL restrikcijskega encima in 1,8 pL bidestilirane
vode).

7 uL pomnozene rDNA smo odpipetirali v tri epice in dodali 3 pL restrikcijske meSanice
za posamezen encim. Vzorce smo premesali in inkubirali pri 37 °C 3 ure.

3.3.16 Elektroforeza in identifikacija restrikcijskih fragmentov

Po zakljuceni inkubaciji smo produktu restrikcije dodali 2 pL nanaSalnega pufra. Pripravili
smo 170 mL 2,5 % agaroznega gela v 1 x pufru TAE. Produkt smo nanesli v Zepke gela ter
v prvi in zadnji zepek dodali 5 pL oznacevalca dolzin (100 kb ladder, Fermentas).
Elektroforeza je potekala pri 120 V in 500 mA okvirno 60 min. Gel smo barvali v raztopini
etidijevega bromida (0,5 pg/pL) 15 min in sprali v destilirani vodi 10 min. Fragmente smo
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dokumentirali s sistemom GelDoc 2000 BIORAD za dokumentiranje gelov in dolzine
fragmentov ocenili s programom QuantityOne.

3.3.17 Fizioloski in biokemijski testi za identifikacijo kvasovk

FizioloSke in biokemijske teste smo izvajali v oznacenih epruvetah. Uporabili smo
specifiéne oznake za posamezen test, z veliko zacetnico F smo oznacili fermentacijske
teste, s C smo oznacili asimilacijske teste sladkorjev, z N asimilacijo duSikovih spojin, z
rast pri razlicnih temperaturah. Rezultate raziskave smo ovrednotili s pomocjo
racunalniskega programa Yeast Identification PC Program, Version 4, Registration No.
40039.

3.3.17.1 Fermentacijski testi

V vsako epruveto z Durchamovo cevko smo k 100 mL destilirane vode dodali po 2 g D-
glukoze, D-galaktoze, maltoze, saharoze in laktoze. Nato smo dodali 100 pL kulture
suspendirane v sterilni destilirani vodi. Vzorce smo inkubirali pri 27 °C 7 dni, 14 dni in 21
dni.

3.3.17.2 Testi asimilacije ogljikovih spojin

Pripravili smo 100 mL 50 mM raztopine naslednjih substratov: D-glukoza, D-galaktoza, L-
sorboza, D-glukozamin, D-riboza, D-ksiloza, L-arabinoza, D-arabinozae, L-ramnoza,
saharoza, maltoza, a,a-trehaloza, Me-a-D-glukozid, celobioza, salicin, arbutin, melibioza,
laktoza, rafinoza, melezitoza, Skrob, glicerol, eritritol, ribitol, ksilitol, L-arabinitol, D-
glucitol, D-manitol, galaktikol, mio-inozitol, D-glukono-1,5-lakton, 2-keto-D-glukonat, D-
glukonat, D-glukuronat, D-galakturonat, DL-laktat, sukcinat, citrat, metanol, etanol.

V epruvete smo odpipetirali 4,5 mL substrata, 0,5 mL YNB (yeast nitrogen base) in dodali
100 pL kulture. Vzorce smo inkubirali pri 27 °C 7 dni, 14 dni in 21 dni.

3.3.17.3 Testi asimilacije duSikovih spojin

V vsako epruveto smo k 100 mL destilirane vode dodali kalijev nitrat (0,078 g), natrijev
nitrit (0,026 g), etilaminhidroklorid (0,064 g), L-lizin (0,056 g) in kadaverindihidroklorid
(0,068 g), nato smo dodali 0,5 mL YCB (yeast carbon base) in 100 puL kulture. Vzorce smo
inkubirali pri 27 °C 7 dni, 14 dni in 21 dni.
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.....

V 5 mL asimilacijskega gojis¢a z glukozo smo dodali 0,1 % oz. 0,01 % raztopino
cikloheksimida in 100 pL kulture. Vzorce smo inkubirali pri 27 °C 7 dni, 14 dni in 21 dni.

3.3.17.5 Testi rasti pri razlicnih temperaturah

Svezo kulturo smo nacepili na YPD gojisce, inkubirali in opazovali rast pri razli¢nih
temperaturah (25 °C, 30 °C, 35 °C, 37 °C in 40 °C).

3.3.18 Senzori¢no ocenjevanje namiznih oljk

Senzori¢no kakovost namiznih oljk smo ocenili z metodo opisano v smernicah
Mednarodnega sveta za oljke (IOC). Pri senzoricnem ocenjevanju je sodelovalo 9
preskuSevalcev. V Sifrirane kozarce smo pripravili po tri namizne oljke in nekaj mL
slanice. PreskuSevalci so ocenjevali senzori¢ne znacilnosti z naslednjimi deskriptorji:
slano, grenko, kislo, trdota, vlaknatost, nepravilna fermentacija, plesnivo, zarko, segreto in
drugo. Intenzivnost zaznanih znacilnosti so zabelezili na 10 centimetrski nestrukturirani
lestvici. Po zakljuéenem ocenjevanju smo za posamezno senzori¢no znacilnost izrac¢unali
mediano in grobi koeficient variacije.

Senzoric¢ni slovar, ki se uporablja pri razvr§¢anju namiznih oljk v kakovostne kategorije, je
opredeljen v standardu COI/OT/MO/Doc. No 1, ki ga je Mednarodni svet za oljke (I0C)
izdal oktobra 2008 in ga predlagal v sprejem vsem drzavam clanicam EU. V nadaljevanju
navajamo prevod deskriptorjev senzori¢nih znacilnostih namiznih oljk.

¢ negativne znacilnosti — napake:

Nepravilna fermentacija: znacilna olfaktorna zaznava, zaznana direktno ali retronazalno,
po nepravilni fermentaciji. Nepravilno fermentacijo lahko opiSemo kot sledi:

- gnilobna fermentacija (po gnilem): zaznava, ki spominja na vonj po razkroju
organskih snovi;

- maslena fermentacija (po maslu): zaznava, ki spominja na maslo ali sir;

- zapateria (po gnilem usnju): zaznava, ki jo povzroca kombinacija hlapnih
mascobnih kislin.

Plesnivo: znacilna olfaktorna zaznava, zaznana direktno ali retronazalno, po oljkah, v
katerih se je razvilo vecje Stevilo plesni.

Zarko: zna¢ilna olfaktorna zaznava, zaznana direktno ali retronazalno, po Zarkih oljkah.
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Segreto / zazgano: znacilna olfaktorna zaznava, zaznana direktno ali retronazalno, ki ga
povzroci premocno in/ali predolgo segrevanje med pasterizacijo ali med sterilizacijo oljk.

Milnato: znacilen vonj in okus, ki spominja na milo.
Kovinsko: znacilen vonj in okus, ki spominja na kovino.

Po zemlji: znacilen vonj in okus, ki spominja na zemljo ali prah.

e okuSalne zaznave:
Slano: osnovni okus po vodnih raztopinah natrijevega klorida.
Grenko: osnovni okus po vodnih raztopinah kinina in kofeina.

Kislo: osnovni okus po vodnih raztopinah vinske kisline ali citronske kisline.

e Kinesteti¢ne zaznave:

Trdota: mehanska lastnost teksture, ki se nanasa na silo, potrebno za dolo¢eno deformacijo
ali prediranje proizvoda (plodovi oljk). V ustih se trdota zazna s stiskanjem proizvoda med
zobmi (trdi proizvodi) ali med jezikom in nebom (poltrdi proizvodi). Zaznano trdoto
plodov opiSemo z izrazi: mehka, ¢vrsta ali trda.

Vlaknatost: geometrijska lastnost teksture, ki se nanasa na zaznavo oblike in usmerjenosti
delcev v proizvodu. Dolgi delci usmerjeni v isto smer. V ustih zaznamo obcutke vlakna
med jezikom in nebom pri Zvecenju oljke.

Hrustljavost: mehanska lastnost teksture, ki se nanasa na vezljivost in na silo, ki je
potrebna, da se proizvod razlomi ali razdrobi. Dolo¢a se z nenadnim stiskom proizvoda
med sekalci.

3.3.19 Statisti¢na obdelava podatkov

Rezultate preskusov smo statisticno obdelali, izracunali smo Levenov test in s tem preverili
homogenost varianc ter s t-testom ovrednotili statisti¢no znacilne razlik med povprecnimi
vrednostmi rezultatov. [zracunali smo tudi Pearsonov koeficient korelacije.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI MERJENJA VREDNOSTI pH SLANICE

Parameter, ki smo ga v nasi raziskavi redno spremljali, je bila vrednost pH slanice. Merili
smo jo po treh, 10-ih, 20-ih, 30-ih, 45-ih, 60-ih in 180-ih dneh fermentacije. Na sliki 12 so
podane povprecne vrednosti pH slanice med fermentacijo, posebej za vsak tehnoloski
postopek in vsako sorto, a kot povprecje dveh letnikov. 1z graficnega prikaza (slika 12) je
razvidno, da se pH postopoma niza. Po treh dneh fermentacije je bil pH slanice namiznih
oljk, ki smo jih predelali z modificiranim $panskim na¢inom (SP), visji od vrednosti pH
slanice namiznih oljk, ki smo jih predelali na tradicionalni nacin (TP). V slanici oljk,
predelanih na SP, smo ugotovili vi§je vrednosti pH v primerjavi s slanico iz TP. Po 180-ih
dneh fermentacije je bila vrednost pH namiznih oljk, ki smo jih predelali s TP 5,45
(‘'Storta") in 5,35 ('Istrska belica'), v vzorcih namiznih oljk, ki smo jih predelali s SP pa 5,83
(S) in 6,27 (IB). V trznem standardu (Trade standard..., 2004) so predpisane mejne
vrednosti za pH glede na tehnologijo predelave namiznih oljk. Ugotovili smo, da so
vrednosti pH vzorcev slanice glede na zahteve [za TP (pH < 4,3) in SP (pH < 4,0)] po
zakljuceni fermentaciji previsoke. Zato je potrebno izdelek zakisati in/ali termicno obdelati
0z. pasterizirati.
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Slika 12: Vrednost pH slanice namiznih oljk 'Storta’ (S) in 'Istrska belica' (IB), predelanih na tradicionalni
(TP) in modificirani $panski (SP) nadin, med fermentacijo; povpreéne vrednosti in standardna
deviacija dveh letnikov
Fig. 12: Average values and standard deviations of pH values of two crop years of brines 'Storta' (S) and
"Istrska belica' (IB), produced with traditional (TP) and modified Spanish style (SP) technology,
during fermentation
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42 REZULTATI DOLOCEVANJA VSEBNOSTI PROSTIH KISLIN V SLANICI

V vzorcih slanice smo po treh, 10-ih, 20-ih, 30-ih, 45-ih, 60-ih in 180-ih dneh fermentacije
titrimetricno dolo€ili vsebnost prostih kislin. Rezultat smo preracunali v g mlecne
kisline/100 mL slanice. 1z graficnega prikaza povpre¢nih vsebnosti prostih kislin (slika 13)
je razvidno, da je bila vsebnost prostih kislin manjSa v vzorcih slanice namiznih oljk, ki
smo jih predelali na SP. Najve¢jo vsebnost prostih kislin smo doloéili v slanici oljk,
predelanih na TP, in sicer po 180-ih dneh fermentacije. Zlasti je izstopala slanica, v kateri
smo fermentirali namizne oljke sorte 'Istrska belica', saj je vsebnost prostih kislin po 180-ih
dneh fermentacije dosegla 0,116 g/100 mL. V slanici iz SP je bila ne glede na sorto oljk
vsebnost prostih kislin opazno manj$a; najvecjo vsebnost sta imeli slanici obeh sort po 60-
ih dneh fermentacije, in sicer 0,013 g/100 mL v slanici namiznih oljk S in 0,016 g/100 mL
v slanici namiznih oljk IB. Glede na zahteve trznega standarda (Trade standard..., 2004) za
TP (0,3 g/100 mL) in SP (0,5 g/100 mL) smo ugotovili, podobno kot pri merjenju
vrednosti pH, da je potrebno izdelek zakisati in/ali termi¢no obdelati oz. pasterizirati.
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Slika 13: Vsebnost prostih kislin (g/100 mL) v slanici namiznih oljk 'Storta' (S) in 'Istrska belica' (IB),
predelanih na tradicionalni (TP) in modificirani §panski (SP) na¢in, med fermentacijo; povpreéne
vrednosti standardna deviacija dveh letnikov

Fig. 13: Average values and standard deviations of free acidity (g/100 mL) of two crop years of brines 'Storta'

(S) and 'Istrska belica' (IB), produced with traditional (TP) and modified Spanish style (SP)
technology, during fermentation
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4.3 REZULTATI MERJENJA KONCENTRACIJE SLANICE

Koncentracijo slanice (% NaCl) smo dolo¢ili s specificnim refraktometrom. V prvih petih
dneh fermentacije smo v slanici namiznih oljk, predelanih na TP, dnevno dolocili
koncentracijo slanice in v primeru zmanjSanja le-te, zaradi osmoze med plodovi in slanico,
smo glede na dobljeni rezultat dodali toliko soli, da smo vzpostavili pogoje, ki so
predpisani za posamezno tehnologijo predelave. V vzorcih, ki smo jih predelali na SP,
smo ugotovili, da je po petih dneh fermentacije koncentracija slanice konstantna. Rezultati
merjenja koncentracije slanice so podani v preglednici 6.

Preglednica 6: Rezultati merjenja koncentracije slanice (% NaCl) namiznih oljk 'Storta' (S) in 'Istrska belica'
(IB), predelanih na tradicionalni (TP) in modificirani §panski (SP) na¢in, med fermentacijo
Table 6: Brine concentration (% NaCl) of 'Storta' (S) and 'Istrska belica' (IB) table olives, produced with
traditional (TP) and modified Spanish style (SP) technology, during fermentation

Koncentracija slanice (% NaCl) *

Cas fermentacije (dnevi)

Tehnologija | Letnik | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 [ 10| 11|12 |13 |14 | 17| 18 | 20 | 30 | 60 | 180
2006 | - | - | - | - | - 135|29]42|40]42|62]62]|62]62]|62] 62

TP
2007 | - | - | - | - | - 135|30]42|38[42|62]62]|62]62]|62] 62
2006 | 62|42 158(60/62(62|62(62|62[162|62]62]62162]62] 62

Sp
2007 |62 |45156(60(62(62/62(62162(62(62(62162]62162] 62

* povprecje 4 ponovitev

4.4 REZULTATI DOLOCEVANJA VSEBNOSTI SKUPNIH BIOFENOLOV

Vsebnost skupnih biofenolov smo dolocili spektrofotometri¢no po Gutfingerju (1981), z
uporabo Folin-Ciocalteujevega reagenta, in s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti
(HPLC) po metodi, ki je od maja 2009 sprejeta pri Mednarodnem svetu za oljke (IOC).
Vsebnost skupnih biofenolov smo dolocili v plodovih oljk pred predelavo in v namiznih
oljkah, predelanih na TP in SP, po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije. V plodovih IB, pred
predelavo, smo dolocili vecjo vsebnost skupnih biofenolov (preglednica 7). 1z podatkov, ki
so podani v preglednici 8 ter iz graficnega prikaza (slika 14), je razvidno, da je po 60-ih in
180-ih dneh fermentacije vsebnost skupnih biofenolov v vzorcih, ki smo jih predelali na
SP, znatno manjsa kot v vzorcih predelanih na TP.

V nadaljevanju (slike 15-19) prikazujemo tudi kromatografsko dolocitev vsebnosti
biofenolov na primeru sorte IB.
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Preglednica 7: Rezultati HPLC in spektrofotometricne (FC) dolocitve vsebnosti skupnih biofenolov (mg/kg)
v plodovih oljk pred predelavo
Table 7: Total biophenol content (mg/kg) determined by HPLC and spectrophotometrically (FC) in olive

fruits before processing

Vsebnost skupnih biofenolov (mg/kg) *

Sorta 'Storta' Sorta 'Istrska belica'
Letnik HPLC metoda FC metoda HPLC metoda FC metoda
2006 X 10482 5594 14545 7590
aninX ) (10406-10559) (5591-5596) (14506-14583) (7581-7599)
2007 X 11108 6354 14833 7118
(XninX ) (10963-11252) (6347-6361) (14821-14844) (7115-7120)

* povprecje 4 ponovitev

Preglednica 8: Rezultati HPLC in spektrofotometri¢ne (FC) dolocitve vsebnosti skupnih biofenolov (mg/kg)
v namiznih oljkah
Table 8: Total biophenol content (mg/kg) determined by HPLC and spectrophotometrically (FC) in

table olives

Vsebnost skupnih biofenolov (mg/kg) *

Sorta 'Storta' Sorta 'Istrska belica'
Tehnologija | Letnik | Dnevi HPLC metoda | FC metoda | HPLC metoda | FC metoda
TP 2006 | 60 (xmm-;x ) (9716}?3968) (104150-71%94) (5695;3-953919) (307322-6353460)
SP 2006 60 (Xmin';x ) (12%;2_;;37) ¢! 511?1780) (1 516?1796) (1 12?598)
TP 2006 | 180 (xm;n-;x ) (52514.1;‘93) (4051%6178) (13512-112485) (12113-516300)
SP el (xmm-;x ) (354?50) (284-39) (657-586) 00&5)
TP 2007 | 60 (Xmm_;x | @ 12 9235288) (187189-(1091 8) (5305;-756721) (35739619716)
SP 2007 60 (Xmin';x ) (899j499) (93?? 02) (8 18 .998) ( 1011}?25)
TP 2007 | 180 (Xmm_;x ) (14817515600) (13 114310370) (4234 15 -343872) (309381-(;41 04)
sp 2007 | 180 (xmm-;x ) (657-074) (59?-366) (475 -255) (92?1500)

* povprecje 4 ponovitev
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Slika 14: Vsebnost skupnih biofenolov v plodovih oljk pred predelavo in namiznih oljkah 'Storta' (A) in
'Istrska belica' (B)
Fig. 14: Total biophenol content in olive fruits before processing and table olives 'Storta’ (A) and 'Istrska
belica' (B)
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Slika 15: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v plodovih sorte 'Istrska belica' pred predelavo,
letnik 2006

Fig. 15: Chromatogram of total biophenol content in "Istrska belica" olive fruits before processing ,
crop year 2006
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Slika 16: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v namiznih oljkah 'Istrska belica', predelanih na
tradicionalni nacin, po 60-ih dneh fermentacije, letnik 2006
Fig. 16: Chromatogram of total biophenol content in "Istrska belica" table olives after 60 days of production
with traditional technology, crop year 2006

VWD1 A, Wavelength=280 nm (BPNO_2\006-0601.D)
mAU |
60 7))
50—
40 |
30
20 |
10
i I
] (@)
S |
1 > >
3 S-S
1 I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I | I I I I | I I I I | I
10 15 20 25 30 35 40 45 min

Slika 17: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v namiznih oljkah 'Istrska belica', predelanih na
modificirani §panski nacin, po 60-ih dneh fermentacije, letnik 2006

Fig. 17: Chromatogram of total biophenol content in "Istrska belica" table olives after 60 days of production
with modified Spanish style technology, crop year 2006
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Slika 18: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v namiznih oljkah 'Istrska belica', predelanih na
tradicionalni nacin, po 180-ih dneh fermentacije, letnik 2006

Fig. 18: Chromatogram of total biophenol content in "Istrska belica" table olives after 180 days of production
with traditional technology, crop year 2006
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Slika 19: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v namiznih oljkah 'Istrska belica', predelanih na
modificirani §panski nacin, po 180-ih dneh fermentacije, letnik 2006
Fig. 19: Chromatogram of total biophenol content in "Istrska belica" table olives after 180 days of production
with modified Spanish style technology, crop year 2006
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4.5 REZULTATI DOLOCEVANJA VSEBNOSTI HIDROKSITIROSOLA IN
TIROSOLA

Vsebnost hidroksitirosola (TyrOH) in tirosola (Tyr) smo dolocili v plodovih pred
predelavo (preglednica 9) in v namiznih oljkah, predelanih na oba obravnavana nacina, TP
in SP, po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije (preglednica 10 in slika 20).

Primerjava vsebnosti hidroksitirosola in tirosola v plodovih oljk pokaZe, da so bile oljke
sorte 'Storta' v primerjavi z vzorci sorte 'Istrska belica' bogatejse z vsebnostjo
hidroksitirosola, zlasti letnika 2006. Za vsebnost tirosola pa ugotavljamo, da je bilo v
vzorcih obeh sort letnika 2007 vec tirosola kot v kot v oljkah letnika 2006.

Spremljanje vsebnosti hidroksitirosola v namiznih oljkah pokaze, da se je njegova vsebnost
med fermentacijo glede na plodove pri tradicionalnem postopku predelave povecala, in
sicer v namiznih oljkah 'Storta' letnika 2006 za 1,96-krat, v vzorcih letnika 2007 pa celo za
17,2-krat.

Za vsebnost tirosola pa smo ugotovili, da se je v namiznih oljkah 'Storta’ med predelavo
zmanj$ala, ne glede na tehnoloski nac¢in predelave, v namiznih oljkah 'Istrska belica' pa je v
prvih 60-ih dneh fermentacije pri tradicionalnem postopku predelave prislo do povecanja
njegove vsebnosti in tudi po 180-ih dneh fermentacije je bila njegova vsebnost vecja kot v
plodovih pred predelavo.

Na sliki 20 je opazna razlika med vsebnostjo hidroksitirosola in tirosola v namiznih oljkah,
predelanih po dveh razliénih postopkih, saj v vzorcih, predelanih po SP analiziranih
komponent po 60-ih oziroma 180-ih dneh prakti¢no ni.

Najvecjo vsebnost hidroksitirosola in tirosola smo dolo¢ili v vzorcih namiznih oljk 'Istrska
belica', predelanih na TP po 60-ih dneh fermentacije. NajmanjSo vsebnost hidroksitirosola
smo dolo¢ili v namiznih oljkah § in IB, predelanih na SP, po 180-ih dneh fermentacije,
medtem ko smo najmanjSo vsebnost tirosola doloc€ili v vzorcih namiznih oljk IB (letnik
2007), predelanih na SP, po 180-ih dneh fermentacije.

Preglednica 9: Vsebnost hidroksitirosola (TyrOH) in tirosola (Tyr), v mg/kg, v plodovih oljk pred predelavo
Table 9: Hydroxytyrosol (TyrOH) and tyrosol (Tyr) content (mg/kg) in olive fruits before processing

Vsebnost hidroksitirosola in tirosola (mg/kg) *
Sorta 'Storta' Sorta 'Istrska belica'
Letnik TyrOH Tyr TyrOH Tyr
2006 X 90 37 62 16
oo ) (89-91) (36-38) (60-63) (15-16)
2007 X 60 67 58 77
oninX. mas) (58-62) (66-67) (56-59) (76-77)

* povprecje 4 ponovitev
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Preglednica 10: Vsebnost hidroksitirosola (TyrOH) in tirosola (Tyr), v mg/kg, v namiznih oljkah

Table 10: Hydroxytyrosol (TyrOH) and tyrosol (Tyr) content (mg/kg) in table olives

Vsebnost hidroksitirosola in tirosola (mg/kg) *

Sorta 'Storta' Sorta 'Istrska belica'
Tehnologija Letnik | Dnevi TyrOH Tyr TyrOH Tyr
TP 2006 | 60 (xmin-;x i (1611?1692) (192-532) (442294) 5 15 -356)
Sp 2006 60 (Xmin-;X ) (1 92_939) (6?8) (8?9) (101-11 1)
TP 2006 | 180 (xmm-;x 6 15 -‘;7) (141j415) (1351639) @ 12 -325)
Sp 2006 180 (xmin-;x . (5?8) (6?8) (5_71 1) (5?7)
TP 2007 | 60 (Xmm_;x ) (5732-3395) (475-053) (9819 -915017) (12151932)
Sp 2007 60 (Xmin_;X ) (7?8) (5?7) (8-91 1) (9}11 2)
TP 2007 | 180 (Xmm_;X ) (42‘;?287) (43—3416) (75;?523) (89?15 00)
Sp 2007 180 (xmm-;x - ( 4?6) (4?5) (4?6) (34_‘5)

* povprecje 4 ponovitev
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Slika 20: Vsebnost hidroksitirosola (TyrOH) in tirosola (Tyr) v vzorcih namiznih oljk 'Storta' in 'Istrska
belica', predelanih na tradicionalni in modificirani $panski nacin, po 60-ih in 180-ih dneh

fermentacije 5
Fig. 20: Hydroxytyrosol (TyrOH) and tyrosol (Tyr) content in 'Storta' and 'Istrska belica' table olives,
produced with traditional and modified Spanish style technology, after 60 and 180 days

46 REZULTATI DOLOCEVANJA ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI

Rezultati dolocevanja antioksidativne ucinkovitosti v plodovih oljk pred predelavo in v
namiznih oljkah so podani v preglednicah 11 in 12 ter grafi¢no prikazani na sliki 21.
Ugotavljamo, da so plodovi obeh prou¢evanih sort 'Storta' in 'Istrska belica' v letu 2007
imeli ve¢jo antioksidativno uginkovitost, in sicer plodovi S za 1,24-krat, plodovi IB pa za
1,18-krat.

V namiznih oljkah smo dolocili najvecjo antioksidativno ucinkovitost v vzorcih IB,
predelanih na TP in fermentiranih 60 dni, medtem ko smo ugotovili najmanjSo
antioksidativno uginkovitost v vzorcih namiznih oljk S, predelanih na SP po 180-ih dneh
fermentacije. Primerjava antioksidativne ucinkovitosti med namiznimi oljkami,
predelanimi na TP in SP pa pokaZe (slika 21) prednost TP, saj je antioksidativna
ucinkovitost namiznih oljk, predelanih s tem nacinom, opazno vecja.
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Preglednica 11: Antioksidativna u€inkovitost, ARP (mg'l) v plodovih oljk pred predelavo
Table 11: Antioxidant activity, ARP (mg™) in olive fruits before processing

Antioksidativna uginkovitost, ARP (mg™) *

Letnik Sorta 'Storta' Sorta 'Istrska belica'
< 1,1534 1,1779
X s ,
200 (XminX max) (1,1531-1,1536) (1,1772-1,1786)
2007 X 1,4301 13923
(Kenin=X max) (1,4299-1,4303) (1,3825-1,4021)

* povprecje 4 ponovitev

Preglednica 12: Antioksidativna uginkovitost, ARP (mg™") v namiznih oljkah

Table 12: Antioxidant activity, ARP (mg™) in table olives

Antioksidativna uginkovitost, ARP (mg™) *

Tehnologija Letnik Dnevi Sorta 'Storta' Sorta 'Istrska belica'
TP 2006 60 (xmin-;x ) (0,21%?05,3717) (0,63%2?(13740)
Sp 2006 60 (xmi,,-;x ) (0,0107’(7)_30% 5586) (0,0302’2-3(;1,%)372)
TP 2006 180 (Xmin';X ) (0’1007’(1)_1()13 159) (0,2901’2?01,(3)096)
Sp 2006 180 (xmm-;x ) (0,08’9001-8?1 10) (0,0 103’8-106,30 187)
TP 2007 60 (xmin-;x " (0’3009’2_25 2485) (0,63011611;,2480)
Sp 2007 60 (xmm-;x ) (0,0202’(2)-2&1)261) (0,0103’8-1(?,8201)
TP 2007 180 (xmi,,—;x ) (0,2403’2-608,3927) (0,48%3-6&340)
Sp 2007 180 (Xmin-;X ) (0,0 101’2_1()27 (1)1 26) 0,0 100’8-103,3169)

* povprecje 4 ponovitev
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Slika 21: Antioksidativna uginkovitost (ARP) v vzorcih namiznih oljk 'Storta' in 'Istrska belica', predelanih na
tradicionalni in modificirani $panski na¢in, po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije
Fig. 21: Antioxidant activity (ARP) in 'Storta' and 'Istrska belica' table olives, produced with traditional
and modified Spanish style technology, after 60 and 180 days
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47 REZULTATI DOLOCEVANJA SKUPNEGA STEVILA MIKROORGANIZMOV
V PLODOVIH IN NAMIZNIH OLJKAH

Skupno Stevilo mikroorganizmov smo dolocili v mati¢ni raztopini plodov in v slanici
namiznih oljk po treh, 10-ih, 20-ih, 30-ih, 60-ih in 180-ih dneh fermentacije. Povprecne
vrednosti skupnega Stevila mikroorganizmov dveh letnikov so prikazane na sliki 22, iz
katere je razvidno, da je Stevilo mikroorganizmov v mati¢ni raztopini plodov (pred
predelavo) sorte 'Istrska belica' (2,54 log CFUmL™") vegje v primerjavi s sorto 'Storta' (1,18
log CFUmL™). Najve&jo vrednost skupnega $tevila mikroorganizmov smo dolo¢ili v
slanici namiznih oljk S po 30-ih dneh fermentacije na TP (7,02 log CFUmL™). Ravno tako
smo po 30-ih dneh predelave na TP dolocili najvecje skupno Stevilo mikroorganizmov v
slanici namiznih oljk IB (6,86 log CFUmL™).
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Slika 22: Skupno $tevilo mikroorganizmov v raztopini plodov pred predelavo (0) in v slanici namiznih oljk
'Storta' (S) in 'Istrska belica' (IB), predelanih na tradicionalni (TP) in modificirani $panski (SP)
nacin, med fermentacijo; povprecne vrednosti in standardna deviacija dveh letnikov

Fig. 22: Average values and standard deviations of total number of microorganisms of two crop years in

olives fruits before processing (0) and in 'Storta' (S) and 'Istrska belica' (IB) brines, produced with
traditional (TP) and modified Spanish style (SP) technology, during fermentation

4.8 REZULTATI DOLOCEVANJA STEVILA KVASOVK V PLODOVIH IN
NAMIZNIH OLJKAH

V mati¢ni raztopini plodov in v slanici namiznih oljk smo po treh, 10-ih, 20-ih, 30-ih, 60-
ih in 180-ih dneh fermentacije dolocili Stevilo kvasovk in plesni. Slika 23 prikazuje
povprecno Stevilo kvasovk dveh letnikov, iz katere je razvidno, da je Stevilo kvasovk v
matiéni raztopini plodov (pred predelavo) sorte IB (2,68 log CFUmML™") ve&je v primerjavi
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s sorto S (2,32 log CFUmL™). Najve&jo vrednost skupnega $tevila kvasovk smo dologili v
slanici namiznih oljk IB po treh dneh fermentacije na TP (5,95 log CFUmL™), medtem ko
smo v vzorcih slanice S dolo¢ili najvegje tevilo kvasovk po 60-ih dneh fermentacije na TP
(5,87 log CFUmML™). Na podlagi rezultatov (slika 23) smo ugotovili, da se po treh dneh
fermentacije na SP tevilo kvasovk znatno zmanjsa (1,00 log CFUmL™ za S in IB) in, da se
nato po 10-ih dneh predelave postopoma povecuje.

9,0

8,0 I

7,0 T

>

N
/

Log CFU mL™

A

N

/
/
X
%
l

'

-
[=}

?
\
\

o
[}

0 3 10 20 30 60 180
Cas fermentacije (dnevi)
| —4—IB-5P —o—IB-TP 3.8p §-TP |

Slika 23: Stevilo kvasovk v raztopini plodov pred predelavo (0) in v slanici namiznih oljk 'Storta' (S) in
"Istrska belica' (IB), predelanih na tradicionalni (TP) in modificirani §panski (SP) naéin, med
fermentacijo; povpreéne vrednosti in standardna deviacija dveh letnikov

Fig. 23: Average values and standard deviations of number of yeasts of two crop years in olives fruits before

processing (0) and in 'Storta’ (S) and 'Istrska belica' (IB) brines, produced with traditional (TP) and
modified Spanish style (SP) technology, during fermentation

49 REZULTATI DOLOCEVANJA STEVILA MLECNOKISLINSKIH BAKTERIJ V
PLODOVIH IN NAMIZNIH OLJKAH

Stevilo mle&nokislinskih bakterij smo dolo¢ili v mati¢ni raztopini plodov pred predelavo in
v slanici namiznih oljk po treh, 10-ih, 20-ih, 30-ih, 60-ih in 180-ih dneh fermentacije.
Ugotovili smo, da se mlecnokislinske bakterije niso razvile oziroma, da ne vodijo
fvermentacije namiznih oljk, ki smo jih predelali na TP in SP iz sorte 'Istrska belica' in
'Storta'.

4.10 IZOLACIJA KVASOVK

Kvasovke smo izolirali iz dveh vzorcev maticne raztopine plodov pred predelavo in iz
osmih posod, kjer smo fermentirali namizne oljke. Za vsak letnik predelave smo skupno
zbrali 48 vzorcev slanice. [zolirali smo 48 kolonij kvasovk (32 letnika 2006 in 16 letnika
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2007) in na podlagi morfoloskih znacilnosti kolonij smo na vsaki Stevni plos¢i gojisca
OGY dolocili deleze razli¢nih kolonij. Izvedli smo restrikcijsko analizo z verizno reakcijo
s polimerazo pomnozenega fragmenta regije ITS in 5,8S ribosomske DNA (PCR-RFLP
regije ITS) in na podlagi ugotovljenih restrikcijskih fragmentov izolate razvrstili v 6 skupin
(3 skupine za posamezni letnik). Predstavnike posameznih skupin smo nato identificirali s
fizioloskimi testi. Rezultate izolacije kvasovk smo uporabili pri vrednotenju populacijske
dinamike kvasovk med fermentacijo namiznih oljk.

4.11 IDENTIFIKACIJA KVASOVK

Znacilnosti izoliranih vrst kvasovk so podane v preglednicah 14, 15 in 16. Fizioloske teste
smo izvajali na predstavnikih kvasovk, ki smo jih izbrali po predhodni analizi restrikcijski
fragmentov tDNA (preglednica 13). Slike 24, 25 in 26 prikazujejo primer vrednotenja
elektroforetske dolocitve restrikcijskih fragmentov, ki smo jih dobili z restrikcijskimi
endonukleazami Cfol, Haelll in Hinfl. Identificirane vrste kvasovk in delezi le-teh pa smo
prikazali na slikah 27, 28, 29 in 30.

Preglednica 13: Restrikcijski fragmenti kvasovk
Table 13: Yeasts restriction fragments

Restrikceijski fragmenti
Kvasovka Cfol Haelll Hinfl
Pichia anomala 700 640 310 + 310
Cryptococcus adeliensis 330 510 +70 360 + 290
Metschnikowia pulcherrima 250+ 110 280+ 110 210+ 180
Aureobasidium pullulans 190 + 170 + 100 420 + 150 280 + 180 + 130
Rhodotorula mucilaginosa 300 + 220 + 100 390 + 220 330+ 210

Kvasovko Candida oleophila smo identificirali na podlagi fizioloskih testov, saj
restrikcijske analize ni bilo mogoce izvesti, ker je bila izolacija DNA, kljub mnogim
poskusom neuspesna.

Preglednica 14: Rezultati fermentacijskih testov
Table 14: Results of fermentation tests

Test Pichia Cryptqcoc_cus Metschnik_owia Aureobasidium Candit_:la Rho_dotqrula
anomala | adeliensis pulcherrima pullulans oleophila | mucilaginosa
F1 | D-glukoza + - + - + -
F2 | D-galaktoza + - - - + -
F3 | maltoza - - - - - -
F5 | saharoza + - - - - -
F8 | laktoza - - - - - -
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Preglednica 15: Rezultati asimilacije ogljikovih spojin

Table 15: Results of carbon compounds assimilation

Test

Pichia
anomala

Cryptococcus
adeliensis

Metschnikowia
pulcherrima

Aureobasidium
pullulans

Candida
oleophila

Rhodotorula
mucilaginosa

Cl

D-glukoza

+

+

+

+

+

+

C2

D-galaktoza

+

+

+

C3

L-sorboza

+

+ [+

C4

D-glukozamin

+

C5

D-riboza

Co6

D-ksiloza

4|+ ]+ ]+

C7

L-arabinoza

+ |+

+ |+

4+

+ [+

C8

D-arabinozae

C9

L-ramnoza

C10

saharoza

Cl1

maltoza

C12

o,a-trehaloza

4|+ |+

+|+|+

C13

Me-a-D-glukozid

C14

celobioza

|+ ]+

J’_

+

CI15

salicin

Cl6

arbutin

e R B o e

C17

melibioza

R A A s

C18

laktoza

C19

rafinoza

C20

melezitoza

C22

$krob

C23

glicerol

+ |+ |+

C24

eritritol

4|+ ]+ ]+

C25

ribitol

C26

ksilitol

_|_

+ [+

C27

L-arabinitol

C28

D-glucitol

C29

D-manitol

+ |+

+ |+

Fl ||

C30

galaktikol

C31

mio-inozitol

+

C32

D-glukono-1,5-
lakton

C33

2-keto-D-
glukonat

C35

D-glukonat

C36

D-glukuronat

+ |+

C37

D-galakturonat

C38

DL-laktat

+

C39

sukcinat

C40

citrat

+ |+ |+

+ |+

+ |+

C41

metanol

C42

etanol

_|_

_|_

=+
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Preglednica 16: Rezultati asimilacije duSikovih spojin, rasti pri razli¢nih temperaturah, rasti v razlicnih

54

Fig. 16: Results of nitrogen compounds assimilation, growth at different temperatures, growth in different

culture medium and morphological characteristics of the yeasts

Test Pichia Cryptc_)coc_cus Metschnik_owia Aureobasidium Candic_ia Rho_dotc_;rula
anomala adeliensis pulcherrima pullulans oleophila | mucilaginosa
N1 | nitrat + + + + - -
N2 | nitrit + + - - - -
N3 | etilamin + + + + + +
N4 | L-lizin + - + + + +
N5 | kadaverin + - + + + +
0,01 %
Ol | cikloheksimid - - - - + +
o
02 | btk eksimia - - - - + -
T1 | rast pri 25°C + + + + + +
T2 | rast pri 30°C + - + + + +
T3 | rastpri 35°C + - + - _ 4
o [ | - - | -
E2 | brstenje + + + + + -
E3 limpnasta oblika ) ) ) n ) i
celic
E4 | brsti na peclju - - - - - -
E5 | cepitev celic - - - - - -
E6 | filamenti - - - + - -
E7 | psevdofilamenti - - - - + _
E8 | septirane hife - - - - - -
E9 | artrokonidiji - - - - - -
E10 | balistokonidiji - - - - - -
Al | askospore - - - - - -
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Slika 24: Restrikcijski fragmenti Cfol
Fig. 24: Restriction fragments Cfol
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Slika 25: Restrikcijski fragmenti Haelll
Fig. 25: Restriction fragments Haelll
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Slika 26: Restrikcijski fragmenti Hinfl
Fig. 26: Restriction fragmets Hinfl
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Slika 27: Populacijska dinamika med tradicionalnim na¢inom fermentacije (TP) namiznih oljk 'Storta’ (S),
letnik 2006 in letnik 2007
Fig. 27: Yeast population dynamics during fermentation of 'Storta’ (S) table olives, produced with traditional
technology (TP), crop years 2006 and 2007

Iz mati¢ne raztopine plodov pred predelavo (S) letnika 2006 in 2007 smo izolirali vrsto
Aureobasidium pullulans. Kvasovko Metschnikowia pulcherrima smo izolirali Ze po treh
dneh fermentacije iz namiznih oljk S, ki smo jih predelali na TP (letnik 2006). Iz vzorcev
letnika 2006 smo po 20-ih dneh fermentacije izolirali tudi vrsto Cryptococcus adeliensis, v
vzorcih letnika 2007 pa smo v istem obdobju ugotovili prisotnost vrst Rhodotorula
mucilaginosa in Candida oleophila. Po 60-ih dneh fermentacije smo v vzorcih letnika
2006 dolo¢ili prisotnost kvasovke Pichia anomala.
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Slika 28: Populacijska dinamika med tradicionalnim na¢inom fermentacije (TP) namiznih oljk 'Tstrska belica'
(IB), letnik 2006 in letnik 2007

Fig. 28: Yeast population dynamics during fermentation of 'Istrska belica' (IB) table olives, produced with
traditional technology (TP), crop years 2006 and 2007

Iz mati¢ne raztopine plodov pred predelavo (IB) letnika 2006 in 2007 smo izolirali vrsto
Aureobasidium pullulans. Po treh dneh fermentacije namiznih oljk IB na TP smo v vzorcih
letnika 2006 izolirali kvasovko Metschnikowia pulcherrima in Cryptococcus adeliensis. Po
60-ih in 180-ih dneh fermentacije smo v vzorcih letnika 2006 dolo¢ili prisotnost kvasovke
Pichia anomala, v vzorcih letnika 2007 pa prisotnost vrste Candida oleophila. Iz ostalih
vzorcev letnika 2007 pa smo uspeli identificirati le vrsto Aureobasidium pullulans.
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Slika 29: Populacijska dinamika med modificiranim $panskim na¢inom fermentacije (SP) namiznih oljk
'Storta' (S), letnik 2006 in letnik 2007

Fig. 29: Yeast population dynamics during fermentation of 'Storta' (S) table olives, produced with modified
Spanish style technology (SP), crop years 2006 and 2007

Iz mati¢ne raztopine plodov pred predelavo (S) letnika 2006 in 2007 smo izolirali vrsto
Aureobasidium pullulans. Po treh dneh fermentacije namiznih oljk S na SP smo v vzorcih
letnika 2006 izolirali vrsto Metschnikowia pulcherrima, po 20-ih dneh pa dolo¢ili tudi
prisotnost vrste Cryptococcus adeliensis. Po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije smo v
vzorcih letnika 2006 dolocili prisotnost kvasovke Pichia anomala, v vzorcih letnika 2007
pa prisotnost vrste Candida oleophila. 1z ostalih vzorcev letnika 2007 smo uspeli izolirati
in identificirati le vrsto Aureobasidium pullulans.
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Slika 30: Populacijska dinamika med modificiranim $panskim na¢inom fermentacije (SP) namiznih oljk
'Istrska belica' (IB), letnik 2006 in letnik 2007
Fig. 30: Yeast population dynamics during fermentation of 'Istrska belica' (IB) table olives, produced with
modified Spanish style technology (SP), crop years 2006 and 2007

Iz mati¢ne raztopine plodov pred predelavo (IB) letnika 2006 in 2007 smo izolirali vrsto
Aureobasidium pullulans. Po treh dneh fermentacije namiznih oljk IB na SP smo v vzorcih
letnika 2006 izolirali vrsto Metschnikowia pulcherrima, po 30-ih dneh pa dolo¢ili tudi
prisotnost vrste Cryptococcus adeliensis. Po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije smo v
vzorcih letnika 2006 dolocili prisotnost vrste Pichia anomala, v vzorcih letnika 2007 pa
prisotnost vrste Candida oleophila. 1z ostalih vzorcev letnika 2007 smo uspeli izolirati in
identificirati le vrsto Aureobasidium pullulans.
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4.12 REZULTATI SENZORICNEGA OCENJEVANJA NAMIZNIH OLJK

Senzori¢ne znacilnosti namiznih oljk smo ovrednotili po 60-ih in 180-ih dneh predelave.
Na slikah 31, 32, 33, 34, 35 in 36 so prikazane povpre¢ne vrednosti median dveh letnikov
za posamezno senzori¢no znacilnost. Senzori¢no smo ocenili vzorce namiznih oljk letnika
2006 in 2007. V nekaterih vzorcih oz. paralelkah letnika 2007 smo zaznali negativno
senzori¢no znacilnost po plesnivem, vendar je bila izraCunana mediana za omenjeno
znacilnost 0 in zato jo ne podajamo v grafi¢nem prikazu. PoSkodovana je bila tudi tekstura
omenjenih vzorcev, zato so bile namizne oljke zelo mehke in s slabSe izrazenimi
pozitivnimi senzori¢nimi znadilnostmi. Pri namiznih oljkah, predelanih na SP in
fermentiranih 180 dni, smo opazili veliko razliko v trdoti plodov.

Vlaknatost Grenko

Trdota Kislo

—e— B-8P-60 —o— IB-TP-60 8-5P-60 S-TP-60 ‘

Slika 31: Aromogram namiznih oljk 'Storta' (S) in 'Istrska belica' (IB), predelanih na tradicionalni (TP) in
modificirani $panski (SP) na&in, po 60-ih dneh fermentacije; povpreéne vrednosti median dveh
letnikov

Fig. 31: Graphic representation of the characteristics of 'Storta' (S) and 'Istrska belica' (IB) table olives,
produced with traditional (TP) and modified Spanish style (SP) technology, after 60 days of
fermentation; average value of the median of two crop years

Namizne oljke, predelane na TP, so bile po 60-ih dneh fermentacije bolj grenke, trde in
vlaknate v primerjavi z namiznimi oljkami, ki smo jih predelali na SP. Namizne oljke sorte
'Storta' so, ne glede na nain predelave, v primerjavi z namiznimi oljkami sorte 'Istrska
belica', imele bolj intenzivno zaznano vlaknatost.
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Slika 32: Aromogram namiznih oljk 'Storta' (S) in 'Istrska belica' (IB), predelanih na tradicionalni (TP) in
modificirani $panski (SP) nacin, po 180-ih dneh fermentacije; povprecne vrednosti median dveh

letnikov

Fig. 32: Graphic representation of the characteristics of 'Storta' (S) ar}d 'Istrska belica' (IB) table olives,
produced with traditional (TP) and modified Spanish style (SP) technology, after 180 days of
fermentation; average value of the median of two crop years

Primerjava senzori¢nih znacilnosti namiznih oljk po 180-ih dneh fermentacije (slika 32)
kaZze, da so bile oljke, predelane na TP, bolj grenke, imele vecjo trdoto ter bolj intenzivno
vlaknatost kot oljke, predelane na SP. Prav tako smo ugotovili razliko med sortama, in
sicer so bile namizne oljke sorte 'Storta' bolj vlaknate kot vzorci namiznih oljk 'Istrska

belica'.
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Slika 33: Aromogram namiznih oljk 'Storta' (S) in 'Istrska belica' (IB), predelanih na tradicionalni nagin (TP),
po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije; povprecne vrednosti median dveh letnikov

Fig. 33: Graphic representation of the characteristics of 'Storta' (S) and 'Istrska belica' (IB) table olives,
produced with traditional technology (TP), after 60 and 180 days of fermentation; average value of

the median of two crop years

Namizne oljke S in IB, ki smo jih predelali na TP, so po 180-ih dneh fermentacije ohranile
primerno grenkobo, enako trdoto in vlaknatost.
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Slika 34: Aromogram namiznih oljk 'Storta' (S) in 'Istrska belica' (IB), predelanih na modificirani $panski
nagin (SP), po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije; povpreéne vrednosti median dveh letnikov

Fig. 34: Graphic representation of the characteristics of 'Storta' (S) and 'Istrska belica' (IB) table olives,
produced with modified Spanish style technology (SP), after 60 and 180 days of fermentation;
average value of the median of two crop years

Namizne oljke S in IB, ki smo jih predelali na SP, so po 180-ih dneh fermentacije bile
manj trde in vlaknate. Na podlagi senzori¢nega ocenjevanja smo ugotovili, da so namizne
oljke predelane na SP po 180-ih dneh fermentacije zelo mehke in neprimerne teksture.
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Slika 35: Aromogram namiznih oljk 'Storta' (S), predelanih na tradicionalni (TP) in modificirani $panski (SP)
nacin, po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije; povpreéne vrednosti median dveh letnikov

Fig. 35: Graphic representation of the characteristics of 'Storta' (S) table olives, produced with traditional
(TP) and modified Spanish style (SP) technology, after 60 and 180 days of fermentation; average
value of the median of two crop years

Namizne oljke sorte 'Storta’, predelane na TP, so po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije
ohranile primerne senzoricne znacilnosti, medtem ko so bili vzorci namiznih oljk,
predelanih na SP, po 180-ih dneh fermentacije opazno slabse senzori¢no ocenjeni.
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Slika 36: Aromogram namiznih oljk 'Istrska belica' (IB), predelanih na tradicionalni (TP) in modificirani
$panski (SP) nagin, po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije; povpreéne vrednosti median dveh letnikov

Fig. 36: Graphic representation of the characteristics of 'Istrska belica' (IB) table olives, produced with
traditional (TP) and modified Spanish style (SP) technology, after 60 and 180 days of fermentation;
average value of the median of two crop years

Tudi namizne oljke sorte 'Istrska belica', predelane na TP, so po 60-ih in 180-ih dneh
fermentacije ohranile primerne senzori¢ne znacilnosti, medtem ko so bili vzorci, predelani
na SP in fermentirani 180 dni, opazno slabSe ocenjeni.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V raziskavi smo proucevali vpliv tehnoloskih postopkov na kakovost namiznih oljk

Slovenske Istre sort 'Storta’ in 'Istrska belica'. Spremljali smo antioksidativno uginkovitost
ter vsebnost in sestavo biofenolov s poudarkom na hidroksitirosolu in tirosolu, identificirali
smo nekatere znacilne vrste kvasovk, ki vodijo spontano fermentacijo namiznih oljk in
kon¢ni izdelek tudi senzori¢no ovrednotili.
Predelavo namiznih oljk smo izvedli na tradicionalni in modificirani Spanski na¢in in med
predelavo spremljali fizikalnokemijske parametre kakovosti, ki jih predpisuje Trzni
standard o namiznih oljkah (Trade standard applying to table olives, 2004). V okviru tega
smo merili vrednost pH in koncentracijo slanice namiznih oljk ter analizirali vsebnost
prostih kislin v slanici. Ugotovili smo, da se je vrednost pH slanice s asom fermentacije
postopoma znizala, vsebnost prostih kislin pa povecala. Z racunalniskim programom SSPS
smo izvedli Levenov test in s tem preverili homogenost varianc ter t-test za vrednotenje
znacilnih statisti¢nih razlik med povpre¢nimi vrednostmi rezultatov. Ugotovili smo, da se
je vrednost pH vzorcev slanice statisticno znacilno razlikovala (t-test, 0<0,05) glede na to
ali so bile oljke predelane na tradicionalni ali na modificirani Spanski nacin, in sicer je
imela slanica namiznih oljk, ki smo jih predelali na tradicionalni nacin, manjSo vrednost
pH. Ugotovili smo tudi, da kon¢ne vrednosti preiskovanih parametrov niso skladne z
mejnimi vrednostmi, ki jih predpisuje trzni standard, zato je potrebno namizne oljke
zakisati in/ali termi¢no obdelati oziroma pasterizirati. Spremljanje koncentracije slanice
med fermentacijo je pokazalo, da jo je potrebno dnevno izvajati. Zlasti v prvih dneh
fermentacije se je zaradi osmoze koncentracija slanice zmanjSevala. Ravnotezje med
slanico in plodovi se vzpostavi Sele po nekaj dneh fermentacije, in sicer pri modificiranem
$panskem nacinu nekoliko prej kot pri tradicionalnem nac¢inu predelave.

Eden izmed osnovnih ciljev raziskave je bil spremljati vpliv dveh tehnologij

predelave na vsebnost skupnih biofenolov, hidroksitirosola in tirosola ter na
antioksidativno uginkovitost namiznih oljk predelanih iz sort 'Storta' in 'Istrska belica'.
Tako vsebnost in sestavo biofenolov kot antioksidativno ucinkovitost smo dolocili v
plodovih pred predelavo ter v namiznih oljkah po 60 in 180 dneh fermentacije.
Vsebnost skupnih biofenolov, hidroksitirosola in tirosola smo dolocili s tekocinsko
kromatografijo visoke loc¢ljivosti (HPLC) in pri tem uporabili modificirano metodo, ki so
jo razvili Cortesi, Rovellini in Fusari (2002). Raziskovalci so metodo razvili za
dolocevanje vsebnosti biofenolov v oljcnem olju in je sprejeta pri Mednarodnem svetu za
oljke (IOC). Omogoca dolocCitev vsote naravnih in oksidiranih derivatov olevropeina in
ligstrozida ter lignane, flavonoide in fenolne kisline z UV detekcijo pri 280 nm. Vsebnost
skupnih biofenolov smo dolo¢ili tudi spektrofotometricno s Folin-Ciocalteujevim
reagentom oziroma po Gutfingerju (1981). Antioksidativno uc¢inkovitost namiznih oljk
smo dolocili z radikalom DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) po metodi, ki jo opisujejo
Brand-Williams, Cuvelier in Berset (1995).
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Tako s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti kot s spektrofotometri¢no
analizo smo v plodovih sorte 'Istrska belica' dolocili ve¢jo vsebnost skupnih biofenolov kot
v plodovih sorte 'Storta'. S HPLC analizo je bil ta delez v 'Istrski belici' za 39 % (v letu
2006) oziroma 34 % (v letu 2007) vec¢ji, s spektrofotometri¢no analizo pa za 36 % (letnik
2006) in za 12 % (letnik 2007). Tudi s statisticno obdelavo podatkov smo ugotovili, da so
se plodovi obravnavanih sort statisticno znacilno razlikovali (t-test, a<0,05) v vsebnosti
skupnih biofenolov. Pri vrednotenju rezultatov smo izraCunali Pearsonov korelacijski
koeficient in ugotovili pozitivne zveze med spektrofotometricno dolocitvijo vsebnosti
skupnih biofenolov in HPLC analizo le-teh (r=0,992). Marsilio in sod. (2006) porocajo, da
se vsebnost skupnih biofenolov bistveno razlikuje med razlicnimi sortami oljk in da je
vsebnost le teh odvisna tudi od letnika pridelave, gnojenja oziroma dostopnosti hranil in
vremenskih dejavnikov. V plodovih oljk smo pred predelavo dolocili tudi vsebnost
hidroksitirosola in tirosola in ugotovili, da se sorti statisticno ne razlikujeta v vsebnosti
omenjenih komponent. Prav tako smo ugotovili, da se plodovi obeh obravnavanih sort
razlikujejo tudi v antioksidativni u¢inkovitosti; ve¢jo antioksidativno u¢inkovitost so imeli
plodovi sorte 'Storta’, med 1,1534 mg” in 1,4301 mg”, medtem ko so bile vrednosti v
plodovih "Tstrska belica' med 1,1779 mg™ in 1,3923 mg'l.

Ob zastavitvi raziskave smo predpostavili, da tehnologija predelave vpliva na
vsebnost in sestavo antioksidantov. Ugotovili smo statisticno znacilne razlike (t-test,
a<0,05) v vsebnosti skupnih biofenolov, doloc¢enih s HPLC in spektrofotometri¢no, ter v
antioksidativni ucinkovitosti namiznih oljk, predelanih na tradicionalni oziroma
modificirani Spanski nacin. V vzorcih namiznih oljk, predelanih na tradicionalni nacin,
smo dolocili ve¢jo vsebnost skupnih biofenolov (544-5803 mg/kg s HPLC in 531-3649
mg/kg spektrofotometri¢no) kot v vzorcih, predelanih na modificirani $panski nacin (44-
183 mg/kg s HPLC in 40-167 mg/kg spektrofotometricno). Do podobnih ugotovitev so
prisli tudi drugi avtorji. Blekas in sod. (2002) so, na primer, proucevali vsebnost skupnih
biofenolov v zelenih namiznih oljkah, ki so jih predelali na Spanski nacin, v ¢rnih namiznih
oljkah, ki so jih predelali na naravni nacin in v namiznih oljkah sorte 'Kalamata'. Porocajo,
da vzoreci, ki so jih predelali iz sorte 'Kalamata' vsebujejo najvec biofenolov (1046 mg/kg),
sledijo vzorci ¢rnih (708 mg/kg) in zelenih namiznih oljk (632 mg/kg). Razlike v vsebnosti
skupnih biofenolov so pripisali vplivu tehnologije predelave.

V opravljeni raziskavi smo ugotovili, da tehnoloski nacin predelave vpliva tudi na sestavo
biofenolov. V namiznih oljkah, predelanih na tradicionalni nacin, smo dolocili vecjo
vsebnost hidroksitirosola (54-995 mg/kg) in tirosola (14-129 mg/kg) kot v namiznih
oljkah, predelanih na modificirani $panski nacin (5-29 mg/kg hidroksitirosola in 4-11
mg/kg tirosola). Ugotovili smo tudi pozitivno zvezo med vsebnostjo hidroksitirosola in
tirosola (r=0,824). Podobno raziskavo so izvedli Romero in sod. (2004 b). Proucevali so
vpliv naravnega nacina fermentacije namiznih oljk na sestavo biofenolov in ugotovili, da
se zaradi encimske hidrolize vsebnost olevropeina in hidroksitirosol-4-p-glukozida
zmanj$a, medtem ko se vsebnost hidroksitirosola poveca.

Proucevanje vpliva tehnologije predelave na antioksidativno u¢inkovitost namiznih oljk je
pokazalo, da imajo vzorci namiznih oljk, predelani na tradicionalni nacin, iz sorte 'Storta’,
6,5-22,2-krat vecjo antioksidativno ucinkovitost, vzorci iz sorte 'Istrska belica' pa 18,5-
41,5-krat vecjo antioksidativno ucinkovitost kot vzorci, ki smo jih predelali na modificirani
Spanski nacin.
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Obdelava podatkov je pokazala, da obstaja med obravnavanima sortama namiznih
oljk, predelanih na tradicionalni nacin, statisticno znacilna razlika (t-test, 0<0,05) v
vsebnosti skupnih biofenolov in antioksidativni u¢inkovitosti. Vzorci namiznih oljk 'Istrska
belica' so, podobno kot plodovi, imeli v primerjavi z namiznimi oljkami 'Storta' ve&jo
vsebnost skupnih biofenolov (analiziranih tako s spektrofotometricno analizo kot s
tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti) ter ve¢jo antioksidativno ucinkovitost. S
spektrofotometri¢no analizo smo dologili od 531 mg/kg (namizne oljke 'Storta', letnika
2006, po 180-ih dneh fermentacije) do 3649 mg/kg (namizne oljke 'Istrska belica', letnika
2007, po 60-ih dneh fermentacije) skupnih biofenolov. O vplivu sorte na vsebnost
biofenolov v namiznih oljkah porocajo tudi drugi avtorji. Boskou in sod. (2006) so, na
primer, analizirali vsebnost skupnih biofenolov v trznih vzorcih namiznih oljk grskega
porekla in ugotovili, da se vzorci razlicnih sort glede na vsebnost skupnih biofenolov zelo
razlikujejo. Vrednosti, ki jih podajajo, se gibljejo med 820 in 1710 mg/kg skupnih
biofenolov.
Tudi glede vsebnosti fenolnih spojin hidroksitirosola in tirosola ugotavljamo, da so se
namizne oljke obravnavanih sort med seboj razlikovale, vendar le tedaj, ko so bile
predelane na tradicionalni nacin. Vsebnost hidroksitirosola je bila v tako predelanih oljkah
v primeru 'Istrske belice' 1,7-2,7-krat ve&ja kot v namiznih oljkah 'Storta', vsebnost tirosola
pa 1,6-2,6-krat ve¢ja. Tudi Romero in sod. (2004 a) so proucevali razlike med sortami oljk
v vsebnosti hidroksitirosola in tirosola in ugotovili, da obstajajo med sortami razlike tako v
vsebnosti hidroksitirosola kot tirosola.
Do popolnoma drugacnih ugotovitev pa smo prisli pri prouCevanju vpliva sort oljk,
predelanih na modificirani Spanski nacin, saj se vsebnost hidroksitirosola in tirosola med
sortama ni razlikovala.
V namiznih oljkah 'Istrska belica' smo dolo¢ili tudi najvecjo antioksidativno ucinkovitost
(0,7049 mg'l), in sicer v vzorcih, predelanih na tradicionalni nacin, po 60-ih dneh
fermentacije, letnika 2006. Antioksidativna ucinkovitost omenjenih vzorcev je bila v
primerjavi z namiznimi oljkami 'Storta' 2,9-krat ve&ja. Ugotovili smo pozitivno zvezo med
antioksidativno ucinkovitostjo in vsebnostjo skupnih biofenolov, ki smo jih dolocili
spektrofotometricno (r=0,982) in s tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (=0,973).
Pri pregledu podatkov iz literature smo ugotovili, da Bianco in sod. (2006) pripisujejo
hidroksitirosolu pomembno antioksidativno delovanje.
Te ugotovitve ne veljajo za vzorce namiznih oljk obravnavanih sort, ¢e so bile predelane
na modificirani Spanski nac¢in. Tudi v tem primeru, podobno kot v vsebnosti in sestavi
biofenolov, med sortama ni statisti¢no znacilnih razlik v antioksidativni u¢inkovitosti.

V okviru ugotavljanja kakovosti namiznih oljk je naSa raziskava poleg vpliva
tehnoloskega postopka proucevala tudi vpliv ¢asa fermentacije. Analize smo izvajali po
60-ih in 180-ih dneh fermentacije oljk. Po 60-ih dneh fermentacije se je v namiznih oljkah,
predelanih na tradicionalni nacin, ohranil razmeroma velik delez skupnih biofenolov. V
namiznih oljkah 'Istrska belica' se je vsebnost skupnih biofenolov, dolocenih s HPLC,
zmanjiala za 61,6 %, v namiznih oljkah 'Storta' pa za 84,6 %, medtem ko se je po 180-ih
dneh fermentacije vsebnost skupnih biofenolov v namiznih oljkah 'Istrska belica' zmanjsala
za 79,9 %, v namiznih oljkah 'Storta' pa za 90,5 %. Glede zmanj$anja vsebnosti skupnih
biofenolov med fermentacijo zasledimo v literaturi precej razlicne ugotovitve. V raziskavi
iz leta 2006 (Marsilio in sod., 2006) porocajo, na primer, da se je v treh mesecih
fermentacije vsebnost skupnih biofenolov zmanjsala le za 35-45 %. Medtem ko so izsledki
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novejSe raziskave avtorjev Ben Othmana in sod. (2009) precej podobni nasim
ugotovitvam. Proucevali so namizne oljke sorte 'Chétoui', predelane na naravni nacin, in
ugotovili, da se je v prvih 67-ih dneh fermentacije vsebnost skupnih biofenolov v zelenih
namiznih oljkah zmanjSala za 58 %, v delno obarvanih namiznih oljkah pa za 55 %.

Tudi s spektrofotometri¢no metodo smo prisli do podobnih ugotovitev. V vzorcih namiznih
oljk 'Istrska belica', predelanih na tradicionalni nacin (60 dni fermentacije), smo ugotovili,
da se je vsebnost skupnih biofenolov, zmanjsala za 57 % (letnik 2006) in za 49 % (letnik
2007). Do bistveno vecjega zmanjSanja vsebnosti skupnih biofenolov pa je prislo v vzorcih
namiznih oljk 'Storta', in sicer 81 % v vzorcih letnika 2006 in 70 % v vzorcih letnika 2007.
Popolnoma drugace je ¢as fermentacije vplival na vsebnost skupnih biofenolov v namiznih
oljkah, predelanih na modificirani Spanski nacin, saj se je njihova vsebnost ze v 60-ih dneh
fermentacije drasticno zmanjsala.

Primerjava vsebnosti hidroksitirosola in tirosola v plodovih oljk pred predelavo in v
namiznih oljkah po predelavi je pokazala, da slednje vsebujejo ve¢ omenjenih komponent.
Iz tega smo sklepali, da na vsebnost hidroksitirosola in tirosola vpliva ¢as fermentacije.
Namizne oljke, predelane na tradicionalni nacin, so po 60-ih dneh fermentacije vsebovale
2,0-17,2-krat ve¢ hidroksitirosola in 0,7-3,3-krat vec tirosola kot plodovi pred predelavo.
Najvecjo vsebnost hidroksitirosola in tirosola smo dolocili v namiznih oljkah 'Istrska
belica' po 60-ih dneh fermentacije in ob uporabi tradicionalnega nacina predelave.
Najmanj$o vsebnost hidroksitirosola in tirosola pa smo dolocili po 180-ih dneh
fermentacije, in sicer v vzorcih, predelanih na modificirani Spanski nacin. Dobljene
rezultate smo primerjali s podatki iz literature in prisli do podobnih ugotovitev kot Ben
Othman in sod. (2009), ki so proucevali antioksidante v namiznih oljkah sorte 'Chétoui'.
Ugotovili so, da je bila ve¢ja vsebnost hidroksitirosola v zaklju¢ni fazi fermentacije
posledica encimske hidrolize olevropeina. Arroyo Lopez in sod. (2005) so spremljali
vsebnost antioksidantov v plodovih pred predelavo in v namiznih oljkah, ki so jih zarezali.
Ugotovili so, da se tudi v zarezanih namiznih oljkah vsebnost tirosola in hidroksitirosola s
trajanjem fermentacije povecuje. Ravno tako so Marsilio in sod. (2001) po 4 mesecih
hranjenja plodov v 8 % slanici ugotovili, da se je vsebnost olevropeina znatno zmanjsala,
hkrati pa so dolocili vecjo koncentracijo aglikonov olevropeina in hidroksitirosola.

Pri spremljanju antioksidativne uc¢inkovitosti namiznih oljk smo ugotovili, da so najvecjo
vrednost (0,7049 mg"') imeli vzorci namiznih oljk 'Istrska belica', predelanih na
tradicionalni nacin, letnika 2006 po 60-ih dneh fermentacije, najmanjSo vrednost (0,0100
mg™) pa so imeli vzorci namiznih oljk 'Storta’, predelani na modificirani $panski nagin po
180-ih dneh fermentacije. Rezultati raziskave, ki so jo nedavno opravili Ben Othman in
sod. (2009), potrjujejo, da je antioksidativna ucinkovitost namiznih oljk sorazmerna
vsebnosti biofenolov. Z njihovimi ugotovitvami, da se vsebnost le-teh s Casom
fermentacije zmanjSuje, se ujemajo tudi naSi rezultati. Pri proucevanju vpliva Casa
fermentacije na vsebnost in sestavo biofenolov ter na antioksidativno ucinkovitost
namiznih oljk, predelanih na modificirani §panski nacin, smo ugotovili znatno zmanjSanje
obravnavanih parametrov ze po 60-ih dneh fermentacije, najmanjSe vrednosti pa smo
dolocili po 180-ih dneh fermentacije na omenjen nacin predelave. Ugotovili smo, da Cas
fermentacije pomembno vpliva na vsebnost in sestavo biofenolov ter na antioksidativno
ucinkovitost namiznih oljk, in sicer se vrednosti proucevanih parametrov s casom
fermentacije zmanjSujejo.
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Rezultati mikrobioloske raziskave in identifikacije mikroorganizmov so pokazali,
da kvasovke vodijo fermentacijo namiznih oljk Slovenske Istre. Arroyo Loépez in sod.
(2006) porocajo, da so kvasovke kljunega pomena pri naravnem nacinu fermentacije
zelenih in ¢rnih oljk v slanici, saj vodijo fermentacijo namiznih oljk v prisotnosti
biofenolov, ki inhibirajo rast in delujejo toksicno na mlec¢nokislinske bakterije. S
statisti¢cno obdelavo podatkov smo, ne glede na tehnologijo predelave, ugotovili statisticno
znaéilne razlike (t-test, a<0,05) v $tevilu kvasovk med namiznimi oljkami 'Storta' in
'Istrska belica'. V vzorcih namiznih oljk 'Storta' smo dologili veéje $tevilo kvasovk. S
statisticnimi testi smo ovrednotili tudi vpliv letnika in ugotovili statisticno znacilne razlike
(t-test, 0<<0,05), saj smo v vzorcih letnika 2006 dolocili vecje Stevilo kvasovk kot v vzorcih
letnika 2007. Uspesno smo izolirali in z analizo restrikcijskih fragmentov regije ITS
ribosomske DNA ter s fizioloskimi testi identificirali naslednje vrste kvasovk: Pichia
anomala, Cryptococcus adeliensis, Metschnikowia pulcherrima, Aureobasidium pullulans,
Candida oleophila in Rhodotorula mucilaginosa. Nisiotou in sod. (2009) so v vzorcih
grske sorte 'Conservolea', z restrikcijsko analizo, poleg vrst A. pullulans, R. mucilaginosa,
Metschnikowia pulcherrima in P. anomala identificirali $e vrste P. guilliermondi, P.
kluyveri, P. membranifaciens, Candida aaseri, C. boidinii, Debaryomyces hansenii, in
Saccharomyces cerevisiae.

Pri raziskovanju populacijske dinamike kvasovk smo ugotovili, da je vrsta Aureobasidium
pullulans domnevno prisotna na plodovih pred predelavo, saj smo obravnavano vrsto
izolirali iz mati¢ne raztopine, ki smo jo pripravili iz sort 'Storta' in 'Istrska belica' (1-3 log
CFU mL™). Vrsta Aureobasidium pullulans je dimorfna hifomiceta, ki raste na povrsini
rastlin. Drugi avtorji (Arroyo Lopez in sod., 2008) porocajo, da so v treh zaporednih letih
na povrsini plodov nepredelanih oljk Spanskega porekla, sorte Manzanilla-Alorefia,
ugotovili manj$o populacijo kvasovk (<1 log CFU g"). Tudi Hernandez in sod. (2007)
poro&ajo, da so kvasovke prisotne na povrsini plodov v koncentraciji 3 log CFU mL™ in da
so identificirali rod Cryptococcus. V vzorcih slanice namiznih oljk $panskega porekla so
dolo¢ili najmanj 4,9 log CFU mL™" kolonij in ugotovili, da prevladujejo Pichia anomala,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae in Candida maris. Pereira in sod.
(2008) pa so v plodovih portugalskega porekla izolirali vrsto Candida boidinii. Pri
proucevanju populacijske dinamike namiznih oljk Slovenske Istre smo v namiznih oljkah
'Istrska belica', predelanih na tradicionalni nacin, dolo¢ili najvecjo rast kvasovk po treh
dneh fermentacije (5,95 log CFU mL™"), medtem ko smo v vzorcih namiznih oljk 'Storta,
predelanih po isti tehnologiji dolocili najvecje Stevilo kvasovk po 60-ih dneh fermentacije
(5,87 log CFU mL™), &eprav se je populacija kvasovk 7e po treh dneh fermentacije
namnozila do 5,31 log CFU mL™". Znagilnosti populacijske dinamike namiznih oljk
Slovenske Istre smo primerjali s podatki iz literature. Ugotovili smo, da so ne glede na
razli¢no geografsko okolje nasi podatki primerljivi z rezultati tujih raziskav. Arroyo Lopez
in sod. (2006) porocajo, da se je populacija kvasovk v zelenih namiznih oljkah Spanskega
porekla sorte 'Alorefia’ po petih dneh fermentacije namnozila do koncentracije 6 log CFU
mL", v &mnih namiznih oljkah 'Hojiblanca' pa so dolo&ili 4 log CFU mL™'. Avtorji so tudi v
novejsi raziskavi (Arroyo Lopez in sod., 2008) ugotovili, da se populacija kvasovk med
fermentacijo namnoZi od 4 do 7 log CFU mL™.

Po treh dneh fermentacije namiznih oljk 'Storta’ in 'Istrska belica', predelanih na
tradicionalni in modificirani Spanski nacin, smo v vzorcih letnika 2006 izolirali vrsto
Metschnikowia pulcherrima. Na podlagi opravljenih fermentacijskih testov smo ugotovili,
da ima vrsta sposobnost fermentacije D-glukoze iz Cesar sklepamo, da vrsta aktivno
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sodeluje pri fermentaciji namiznih oljk. V vzorcih namiznih oljk 'Storta’, predelanih na
tradicionalni nacin, smo poleg omenjene vrste dolocili prisotnost vrste Aureobasidium
pullulans, medtem ko smo v namiznih oljkah 'Istrska belica' dolo¢ili tudi nefermentabilno
vrsto Cryptococcus adeliensis, pogosto izolirano iz povrsine grozdne jagode (Raspor,
2001). V istem obdobju fermentacije letnika 2007 smo izolirali le vrsto Aureobasidium
pullulans. Drugi avtorji (Nisiotou in sod., 2009) porocajo, da vrsta Metschnikowia
pulcherrima prevladuje v zacetnih dneh fermentacije in je prisotna v 36-56 %. Nisiotou in
sod. (2009) navajajo, da je na zacetku fermentacije prisotna vrsta Aureobasidium pullulans
(3-10 %) in vrsta Rhodotorula mucilaginosa ( 4-9 %).

Vrsto Metschnikowia pulcherrima smo izolirali tudi od 10. do 30. dneva fermentacije in
sicer v vzorcih namiznih oljk, letnika 2006. V letu 2007 pa smo od 10. do 30. dneva
fermentacije dolocili le prisotnost vrste Aureobasidium pullulans.

Po 20-ih dneh fermentacije namiznih oljk 'Storta', predelanih na tradicionalni na¢in, letnika
2006, smo izolirali vrsto Cryptococcus adeliensis, v vzorcih letnika 2007 pa v istem
obdobju ugotovili prisotnost vrst Rhodotorula mucilaginosa in Candida oleophila. Vrsto
Cryptococcus adeliensis smo izolirali tudi v vzorcih omenjene sorte, ki smo jih predelali z
modificiranim $panskim nacinom, letnika 2006. Rodova Cryptococcus in Candida so iz
namiznih oljk Spanskega porekla izolirali tudi Hurtado in sod. (2009). Nisiotou in sod.
(2009) porocajo, da se heterogenost populacije spreminja s ¢asom fermentacije, saj so
ugotovili, da med 17. in 35. dnevom fermentacije prevladujejo fermentativne kvasovke
Pichia anomala, Pichia membranifaciens in Candida boidinii.

Vrsti Candida oleophila in Aureobasidium pullulans smo dolo¢ili po 30-ih dneh
fermentacije namiznih oljk 'Storta’, predelanih na tradicionalni nadin, letnika 2007. Iz
rezultatov raziskave smo ugotovili, da je bila vrsta Candida oleophila prisotna v predelanih
vzorcih od 30. do 180. dneva fermentacije. S fermentacijskimi testi smo ugotovili, da vrsta
Candida oleophila fermentira D-glukozo in D-galaktozo. Obravnavano vrsto smo dolo¢ili
tudi v namiznih oljkah 'Storta', predelanih na modificirani $panski na¢in, in v namiznih
oljkah 'Istrska belica' po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije. Tudi Pereira in sod. (2008) so
iz namiznih oljk iz Portugalske izolirali rod Candida in identificirali so 5 vrst kvasovk,
poleg teh pa Se vrsto Geotrichum penicillatum in rod Kloeckera spp. Ugotovili so, da v
slanici namiznih oljk prevladuje Candida krusei. Pereira in sod. (2008) navajajo, da so
Stevilni avtorji na podlagi klini¢nih raziskav ugotovili, da sta C. glabrata in C. krusei
kvasovki, ki ju pogosto izoliramo iz klini¢nih vzorcev in da je prisotnost le-teh v slanici ali
v namiznih oljkah povezana s kontaminacijo med predelavo in pakiranjem namiznih oljk
predvsem zaradi pomanjkljive higiene. Avtorji navajajo, da je s staliS§¢a dobre proizvodne
prakse in varnosti Zivil potrebno izboljsati in optimizirati predelavo namiznih oljk, ki jih na
Portugalskem predelajo na tradicionalni nacin.

V zadnji fazi fermentacije namiznih oljk Slovenske Istre, letnika 2006, smo izolirali vrsto
Pichia anomala. Dokazali smo, da vrsta Pichia anomala fermentira D-glukozo, D-
galaktozo in saharozo in da je pomembna za fermentacijo namiznih oljk. Obravnavano
vrsto smo dolocili po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije. Hurtado in sod. (2009) so pri
predelavi $panskih namiznih oljk 'Arbequina’ izolirali rod Pichia. Coton in sod. (2006) so v
¢rnih namiznih oljkah francoskega porekla poleg vrste Pichia anomala dolocili prisotnost
vrst Candida boidinii in Debaryomyces etchellsii. Tudi Hernandez in sod. (2007) poro¢ajo,
da so pri predelavi zelenih namiznih oljk portugalskega porekla izolirali vrsto Pichia
anomala, tako kot so jo Gonzales Cancho in sod. (1975, cit. po Arroyo Lopez in sod.,
2008) izolirali v ¢rnih oljkah Spanskega porekla, fermentiranih na naravni nacin.
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V okviru raziskave smo proucili tudi rast mle¢nokislinskih bakterij in ugotovili, da
mle¢nokislinske bakterije ne vodijo fermentacije namiznih oljk Slovenske Istre, saj smo pri
odcitavanju rezultatov po inkubaciji ugotovili, da so bile plos¢e gojis¢a MRS negativne.
Glede na podatke iz literature smo pricakovali, da se bodo poleg kvasovk razvile tudi
mlecnokislinske bakterije, saj so Pereira in sod. (2008) ugotovili, da v delno obarvanih
namiznih oljkah, ki so jih predelali po tradicionalnem postopku, vodijo fermentacijo
kvasovke in mlecnokislinske bakterije. V preiskovanih vzorcih so dolocili vecje Stevilo
kvasovk, saj so v primerjavi z mle¢nokislinskimi bakterijami bolj prilagodljive na stresno
okolje oziroma na neugodne pogoje rasti kot sta povecana koncentracija soli in biofenolov.
Tudi Panagou in sod. (2008) porocajo, da kvasovke vodijo fermentacijo ¢rnih namiznih
oljk, ki jih predelujejo ob povecani koncentraciji soli (10-14 %), medtem ko so Hurtado in
sod. (2009) ugotovili, da zeleni plodovi sorte 'Arbequina’ vsebujejo vecjo kolicino
biofenolov, ki inhibirajo rast mlecnokislinskih bakterij. Rezultati dolocanja vsebnosti
biofenolov v plodovih in v namiznih oljkah Slovenske Istre so pokazali, da je vsebnost
biofenolov zelo visoka. Domnevamo, da je povecana vsebnost skupnih biofenolov in
hidroksitirosola negativno vplivala na rast mle¢nokislinskih bakterij. Postavlja se problem
bakteriostatiCnega vpliva olevropeina in njegovih razgradnih produktov na mle¢nokislinske
bakterije (Brighigna, 1998), Ceprav nekateri sevi vrste Lactobacillus plantarum lahko
izkoristijo olevropein kot vir ogljika za rast. Prva stopnja bioloSke razgradnje olevropeina
poteka zaradi delovanja B-glukozidaze. Nato pa se olevropein aglikon zaradi delovanja
esteraz hidrolizira do elenolne kisline in hidroksitirosola. Brighigna (1998) poroca, da se
heterofermentativne mle¢nokislinske bakterije rodov Leuconostoc in Pediococcus pojavijo
bolj poredko, le pri predelavi zelo zrelih plodov oziroma v namiznih oljkah, ki so jih
predelali v manj koncentrirani slanici (pod 8 %) ob prisotnosti vrste Lactobacillus
plantarum. Tudi Sanchez in sod. (2001) porocajo, da biofenoli inhibirajo rast
mle¢nokislinskih bakterij, vendar, v primerjavi z naravnim nacinom predelave zelenih oljk,
razgrenjevanje plodov z alkalijami lahko izboljSa pogoje za potek fermentacije. Z drugega
vidika pa visoke vrednosti pH upocasnijo rast in razvoj mlecnokislinskih bakterij. Medina
in sod. (2007, 2008) so proucili antimikrobno delovanje naravno prisotnih antioksidantov v
vzorcih namiznih oljk Spanskega porekla, ki so jih predelali iz sorte 'Manzanilla' in
'Gordal', na mle¢nokislinske bakterije, ki vodijo fermentacijo obravnavanih oljk. Najvec¢jo
antimikrobno delovanje so pripisali dialdehidni obliki dekarboksimetilelenolne kisline, ki
je vezana na hidroksitirosol. Tudi dialdehidna oblika dekarboksimetilelenolne kisline in
oleozid-11-metilni ester delujeta antimikrobno na vrsto Lactobacillus pentosus.
Raziskovalci so poudarili, da so omenjene tri nove spojine, ki so jih identificirali s
tekoc¢insko kromatografijo visoke locljivosti z masnim detektorjem, antimikrobno bolj
ucinkovite v primerjavi z olevropeinom in hidroksitirosolom.

V okviru raziskave smo ugotovili pomembno vlogo kvasovk pri fermentacij
namiznih oljk Slovenske Istre in potrdili prisotnost nekaterih vrst kvasovk, kot jih navajajo
razli¢ni sodobni viri literature. Nekateri avtorji (Hernandez in sod., 2007; Panagou in sod.,
2008; Pereira in sod., 2008) porocajo, da fermentativne kvasovke pozitivno vplivajo na
izoblikovanje senzori¢nih znacilnosti namiznih oljk in se lahko uporabijo tudi kot
starterske kulture, saj imajo zelo nizko polisaharoliti¢no aktivnost in s tem ne povzrocajo
mehcanja plodov oziroma sprememb v teksturi namiznih oljk. IstoCasno pa lahko nekateri
sevi kvasovk z encimsko razgradnjo polisaharidov celi¢ne stene namiznih oljk povzrocajo
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razkroj le-te in negativno vplivajo na kakovost kon¢nega izdelka. Hernandez in sod. (2007)
so, na primer, identificirali nekatere seve kvasovk Rhodotorula minuta in D. hansenii v
zelenih namiznih oljkah s polisaharoliticno aktivnostjo. Drugi avtorji (Vaughn in sod.,
1969, cit. po Arroyo Lopez in sod., 2008) poroc¢ajo, da vrste R. glutinis, R. minuta in R.
rubra lahko povzrocajo filme oziroma opno na povrsini slanice in da lahko sintetizirajo
poligalakturonaze, ki povzroc¢ajo mehcanje pri shranjevanju plodov. Pereira in sod. (2008)
navajajo, da oksidativne kvasovke in plesni, ki rastejo na povrsini slanice, lahko porabijo
oziroma oksidirajo nastalo mle¢no kislino in zviSujejo pH slanice, kar negativno vpliva na
stabilnost in na senzori¢ne znacilnosti namiznih oljk.

V okviru disertacije smo vpliv tehnoloskih postopkov na kakovost namiznih oljk
spremljali tudi s senzori¢no analizo. Senzori¢no ocenjevanje smo izvedli po smernicah
Mednarodnega sveta za oljke (IOC). Ocenjevali smo tri definirane znacilnosti: intenzivnost
negativnih znacilnosti, intenzivnost slanega, grenkega in kislega okusa ter intenzivnost
kinesteticnih zaznav: trdoto in vlaknatost. Ocenjevanje je izvedel devetClanski panel. Vsak
preskusSevalec je delal individualno in svoje ocene vnasal v ocenjevalni list. Rezultate smo
obdelali tako, da smo izracunali mediano za posamezno senzoricno znacilnost. V
senzoricno ocenjevanje so bili vklju€eni vzorci namiznih oljk, predelanih po obeh
postopkih (tradicionalnem in modificiranem Spanskem), po 60-ih in 180-ih dneh
fermentacije.

Ugotovili smo, da so namizne oljke, predelane s tradicionalnim nac¢inom, tako po 60-ih kot
180-ih dneh fermentacije, bolj grenke, trde in vlaknate v primerjavi z namiznimi oljkami,
predelanimi z modificiranim $panskim nac¢inom.

Statisticno znacilne razlike (t-test, 0<<0,05) smo ugotovili za zaznavo grenkega, kislega in
slanega okusa ter za oceno trdote namiznih oljk. Zaznava grenka, kislega in slanega okusa
je bila bolj intenzivna v vzorcih namiznih oljk, predelanih na tradicionalni nacin.
Statisticno znacilne razlike (t-test, 0<0,05) smo ugotovili tudi za oceno trdote predelanih
namiznih oljk. Ugotovili smo, da so namizne oljke 'Istrska belica' bolj grenke in slane (t-
test, a<0,05) v primerjavi z namiznimi oljkami 'Storta' in da je bila trdota namiznih oljk, ki
smo jih fermentirali 60 dni, v primerjavi z vzorci po 180-ih dneh fermentacije, bolj
intenzivna. Ugotovili smo tudi pozitivno zvezo med zaznavo grenkega okusa namiznih oljk
in vsebnostjo skupnih biofenolov, ki smo jih dolocili spektrofotometricno (r=0,919) in s
HPLC (r=0,890), z vsebnostjo hidroksitirosola (r=0,852) in tirosola (r=0,853) ter z
antioksidativno uc¢inkovitostjo (r=0,915) namiznih oljk.

Na podlagi rezultatov senzoriéne analize smo ugotovili, da so bile namizne oljke 'Storta’,
ne glede na uporabljeno tehnologijo predelave, v primerjavi z namiznimi oljkami 'Istrska
belica' bolj vlaknate. Zaznava vlaknatosti je bila srednje intenzivna in nemoteca. Za
namizne oljke 'Storta' je bilo znacilno, da se je mezokarp zlahka lo¢il od endokarpa
oziroma koscice, kar je zazeljeno. Ugotovili smo tudi, da vlaknatost vzorcev pozitivno
korelira s trdoto (r=0,873) namiznih oljk.

Ugotovili smo, da je za obravnavani sorti tradicionalni nacin predelave bolj primeren, saj
so namizne oljke tudi po 180-ih dneh fermentacije ohranile primerno grenkobo, trdoto in
vlaknatost. Modificirani Spanski nacin predelave, ki vkljucuje zaletno razgrenjevanje
plodov v alkalnem mediju, ni najbolj primeren za predelavo lokalnih sort oljk, ker po 180-
ih dneh fermentacije postanejo plodovi mehki in imajo manj intenzivno izraZene
senzori¢ne znacilnosti. Menimo, da bi morali pri predelavi lokalnih sort modificirati
koncentracijo luga oziroma ¢as razgrenjevanja.
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5.2 ZAKLJUCNE UGOTOVITVE

V raziskavi smo proucevali vpliv tradicionalnega in modificiranega Spanskega nacina
predelave na fizikalnokemijske, mikrobioloske in senzori¢ne parametre namiznih oljk sort
'Storta' in 'Istrska belica'. Na osnovi opravljenih poskusov in analiz smo prisli do
pomembnih ugotovitev, s katerimi poskusamo potrditi postavljene hipoteze:

e pravilno smo predpostavljali, da nacin predelave oziroma uporabljeni tehnoloski
postopek vpliva na kakovost namiznih oljk oziroma na fizikalnokemijske,
mikrobioloske in senzori¢ne znacilnosti;

e predvidevali smo, da tehnologija predelave vpliva na antioksidativno uc¢inkovitost
ter na vsebnost skupnih biofenolov, hidroksitirosola in tirosola. V namiznih oljkah,
predelanih na tradicionalni nacin, smo ugotovili vi§je vrednosti obravnavanih
parametrov;

e po pricakovanjih so znacilnosti namiznih oljk odvisne od sorte. Raziskavo smo
izvedli na dveh, za Slovensko Istro znacilnih sortah oljk, 'Storta' in 'Istrska belica'.
Na osnovi poznavanja vsebnosti in sestave biofenolov ter znacilnosti plodov obeh
sort smo pravilno predvidevali, da bodo tudi vzorci namiznih oljk sorte 'Istrska
belica' vsebovali ve¢ skupnih biofenolov, hidroksitirosola in tirosola;

e potrdimo lahko tudi hipotezo o vplivu vsebnosti biofenolov na intenzivnost
grenkega okusa, saj smo ugotovili, da so bile namizne oljke, predelane na
tradicionalni nacin, v primerjavi z oljkami, predelanimi na modificirani Spanski
nacin, bolj grenke in so vsebovale vec skupnih biofenolov;

e predvidevali smo, da tehnologija predelave vpliva na rast mikroorganizmov.
Spremljali smo rast kvasovk in pri tem ugotovili, da je v prvih dneh fermentacije
oljk, predelanih na modificiran Spanski nacin, pri§lo do znatnega zmanjsanja Stevila
kvasovk;

e prav tako smo pravilno predvidevali vpliv Casa fermentacije na senzoricne
znacCilnosti namiznih oljk. Rezultati raziskave kazejo, da so namizne oljke,
predelane na modificirani Spanski nacin, po 180 dneh fermentacije zelo mehke in
neprimerne teksture.

Zavedati se moramo, da je tehnologija predelave namiznih oljk tesno povezana s tradicijo,
kulturo, z lokalnimi obicaji, z ozemljem oziroma teritorijem in, nenazadnje, s sortami oljk,
ki uspevajo na doloCenem obmocju. Z uposStevanjem sortnih znacilnosti oziroma barve,
teksture, trdote in velikosti plodov lahko, s predhodnim znanjem, predvidimo smer in
moznosti razvoja ter optimizacije predelave namiznih oljk. Sodobne analitske metode
dolocanja fizikalnokemijskih parametrov in znanja mikrobiologije ter biotehnologije
pripomorejo k boljSemu poznavanju znacilnosti namiznih oljk in k izbiri ustrezne
tehnologije za pripravo koncnega izdelka.

Sorte oljk se razlikujejo tudi po vsebnosti sekoiridoidnih antioksidantov. Na podlagi razlik
v vsebnosti skupnih biofenolov lahko planiramo in prilagodimo nacin izluzevanja grenkih
spojin. Na primer, sorta 'Istrska belica' vsebuje ve¢ skupnih biofenolov kot sorta 'Storta'.
Zato bo potrebno tehnologijo predelave prirediti sortnim znacilnostim in s tem zagotoviti
kakovost predelanih namiznih oljk.
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5.3 SKLEPI

V disertaciji smo proucevali vpliv tradicionalnega in modificiranega Spanskega nacina
predelave na kakovost namiznih oljk Slovenske Istre, sort 'Storta' in 'Istrska belica'. Na
podlagi rezultatov fizikalnokemijskih, mikrobioloskih in senzoricnih analiz ter statisti¢ne
obdelave podatkov lahko podamo naslednje sklepe:

Tehnologija predelave vpliva na kakovost namiznih oljk. Pri obravnavi vpliva predelave
smo ugotovili, da je tradicionalni na¢in primernejsi za predelavo lokalnih sort, saj se je v
tako predelanih vzorcih namiznih oljk ohranila vec¢ja vsebnost naravno prisotnih
antioksidantov.

Tehnologija predelave vpliva na vsebnost hidroksitirosola, tirosola in na antioksidativno
ucinkovitost namiznih oljk. V primerjavi z modificiranim $panskim nacinom predelave
smo v namiznih oljkah, predelanih na tradicionalni nacin, ugotovili veCjo vsebnost
hidroksitirosola in tirosola ter vecjo antioksidativno uc¢inkovitost.

Tehnologija predelave vpliva na potek fermentacije namiznih oljk. Pri predelavi namiznih
oljk na modificirani Spanski nafin smo v prvih dneh fermentacije ugotovili znatno
zmanjSanje Stevila kvasovk v primerjavi s tradicionalnim na¢inom predelave.

Tehnologija predelave vpliva na senzoricne znacilnosti namiznih oljk. Namizne oljke,
predelane na tradicionalni nacin, so imele v primerjavi z namiznimi oljkami, predelanimi
na modificirani Spanski nacin, ne glede na cas fermentacije, bolje ocenjene pozitivne
senzori¢ne znacilnosti oziroma zaznave grenkega, kislega in slanega okusa so bile bolj
intenzivne. Ne glede na nacin predelave so se senzori¢ne znacilnosti namiznih oljk s casom
fermentacije poslabsale.

Proucevani sorti oljk sta se razlikovali po vsebnosti skupnih biofenolov, in sicer je imela
sorta 'Istrska belica' tako v plodovih kot v predelanih namiznih oljkah ve¢ skupnih
biofenolov. Ugotovili smo pozitivno zvezo med vsebnostjo skupnih biofenolov in zaznavo
grenkega okusa namiznih oljk.

Fermentacijo namiznih oljk sort 'Storta' in 'Istrska belica' vodijo kvasovke. Z analizo
restrikcijskih fragmentov regije ITS ribosomske DNA ter s fizioloskimi testi smo
identificirali naslednje vrste kvasovk: Pichia anomala, Cryptococcus adeliensis,
Metschnikowia pulcherrima, Aureobasidium pullulans, Candida oleophila in Rhodotorula
mucilaginosa. Predvidevamo, da relativno visoke vsebnosti skupnih biofenolov inhibirajo
rast mlecnokislinskih bakterij.
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6 POVZETEK

6.1 POVZETEK

V raziskavi smo ovrednotili kakovost plodov in namiznih oljk sorte 'Storta' in 'Istrska
belica' in proucili vpliv tehnoloSkih postopkov na antioksidativho ucinkovitost ter na
vsebnost in sestavo naravnih antioksidanov s poudarkom na analizi vsebnosti
hidroksitirosola in tirosola. Identificirali smo dolo¢ene vrste kvasovk, ki vodijo spontano
fermentacijo namiznih oljk in oljke tudi senzori¢no ovrednotili. Namizne oljke smo
predelali na tradicionalni nacin predelave in modificirani Spanski nacin predelave.
Kakovost smo spremljali s fizikalnokemijskimi ter senzoricnimi analizami, ki jih
predpisuje Trzni standard o namiznih oljkah (Trade standard..., 2004), sprejet leta 2004 pri
Mednarodnem svetu za oljke (IOC). Merili smo vrednost pH slanice namiznih oljk,
dolocili vsebnost prostih kislin in koncentracijo slanice. Ugotovili smo, da se vrednost pH
slanice s Casom fermentacije postopoma zniZuje, vsebnost prostih kislin pa povecuje.
Ugotovili smo, da se vrednost pH vzorcev slanice statisticno znacilno razlikuje (t-test,
0<0,05) glede na to ali so bile oljke predelane na tradicionalni ali na modificirani Spanski
nacin. V vzorcih namiznih oljk, ki smo jih predelali na tradicionalni nacin, smo dolo¢ili
manj$o vrednost pH. Ugotovili smo tudi, da kon¢ne vrednosti pH preiskovanih vzorcev
niso skladne z mejnimi vrednostmi, ki jih predpisuje trzni standard, zato je potrebno
namizne oljke zakisati in/ali termi¢no obdelati oz. pasterizirati. Spremljanje koncentracije
slanice med fermentacijo je pokazalo, da jo je potrebno dnevno izvajati. Zlasti v prvih dneh
fermentacije se je zaradi osmoze koncentracija slanice zmanjSevala. Ravnotezje med
slanico in plodovi se vzpostavi Sele po nekaj dneh fermentacije, in sicer pri modificiranem
$panskem nacinu nekoliko prej kot pri tradicionalnem nacinu predelave.

Ob zastavitvi raziskave smo predpostavili, da tehnologija predelave vpliva na vsebnost
biofenolov in na antioksidativno u¢inkovitost namiznih oljk obeh obravnavanih sort 'Storta'
in 'Istrska belica'. Vsebnost biofenolov in antioksidativno ucinkovitost smo dolocali v
plodovih pred predelavo in v namiznih oljkah po 60-ih in 180-ih dneh fermentacije. Za
dolocanje vsebnosti skupnih biofenolov, hidroksitirosola in tirosola smo uporabili
tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) z UV detekcijo pri 280 nm.

S statisticno obdelavo podatkov smo ugotovili, da so se plodovi obravnavanih sort
statisticno znacilno razlikovali (t-test, a<0,05) v vsebnosti skupnih biofenolov. Rezultati
dolocitve vsebnosti skupnih biofenolov in statisticna obdelava podatkov so potrdili
postavljene raziskovalne hipoteze. Ugotovili smo, da so ne glede na leto predelave
statisticno znacilne razlike (t-test, a<0,05) med tradicionalnim in modificiranim Spanskim
nacinom predelave v vsebnosti skupnih biofenolov (HPLC), in sicer so vzorci namiznih
oljk, predelanih na tradicionalni nacin, vsebovali ve¢ hidroksitirosola, tirosola in skupnih
biofenolov.

Najvecjo vsebnost skupnih biofenolov smo dolocili v namiznih oljkah sorte 'Istrska belica',
predelanih na tradicionalni nacin po 60-ih dneh fermentacije, medtem ko smo najmanj
biofenolov dolo¢ili v namiznih oljkah sorte 'Storta', predelanih na modificirani $panski
nacin po 180-ih dneh fermentacije.
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Najvecjo vsebnost hidroksitirosola in tirosola smo dolocili v namiznih oljkah sorte 'Istrska
belica' po 60-ih dneh fermentacije in uporabi tradicionalnega nacina predelave. NajmanjSo
vsebnost hidroksitirosola smo dolo¢ili v namiznih oljkah obeh sort, predelanih na
modificirani Spanski nacin po 180-ih dneh fermentacije. NajmanjSo vsebnost tirosola pa
smo dolo¢ili v vzorcih sorte 'Tstrska belica', ravno tako predelanih na modificirani $panski
nacin po 180-ih dneh fermentacije.

Ugotovili smo, da namizne oljke, v primerjavi s plodovi pred predelavo, vsebujejo vec
hidroksitirosola in tirosola. Vzorci, ki smo jih predelali z modificiranim §panskim nacinom
predelave, so ne glede na Cas fermentacije vsebovali najmanj hidroksitirosola in tirosola.

Vsebnost skupnih biofenolov smo dolo¢ili tudi spektrofotometri¢no s Folin-Ciocalteujevim
reagentom. Rezultati raziskave kazejo, da je bila vsebnost skupnih biofenolov v plodovih
sorte 'Istrska belica' ve&ja v primerjavi s plodovi sorte 'Storta'.

Ugotovili smo statisticno znacilne razlike (t-test, @<0,05) med tradicionalnim in
modificiranim Spanskim nafinom predelave. Vecje vsebnosti skupnih biofenolov smo
dolocili v vzorcih namiznih oljk, ki smo jih predelali na tradicionalni nacin.

Najvecjo vsebnost skupnih biofenolov smo dolo¢ili v vzorcih namiznih oljk 'Istrska belica',
predelanih na tradicionalni nacin in fermentiranih 60 dni. Podobno kot HPLC metoda je
tudi spektrofotometrijska pokazala, da se je najmanj skupnih biofenolov ohranilo v
namiznih oljkah sorte 'Storta', predelanih na modificirani $panski nacin po 180-ih dneh
fermentacije.

Proudili smo tudi antioksidativno ucinkovitost namiznih oljk po metodi, ki jo opisujejo
Brand-Williams, Cuvelier in Berset (1995). Ugotovili smo, da se tradicionalni nacin
predelave in modificirani Spanski nacin predelave statisticno znacilno razlikujeta (t-test,
a<0,05). Najve¢jo antioksidativno ucinkovitost smo dolo¢ili v vzorcih namiznih oljk, ki
smo jih predelali na tradicionalni nacin.

Najvecjo antioksidativno ucinkovitost smo dolocili v vzorcih namiznih oljk 'Istrska belica',
letnika 2006, po 60-ih dneh fermentacije, predelanih na tradicionalni nacin. Najmanjs$o
antioksidativno u¢inkovitost smo dologili v vzorcih namiznih oljk sorte 'Storta', predelanih
na modificirani Spanski nac¢in in fermentiranih 180 dni.

Rezultati mikrobioloske raziskave in identifikacije mikroorganizmov, so pokazali, da
kvasovke vodijo fermentacijo namiznih oljk Slovenske Istre. Uspesno smo izolirali in z
analizo restrikcijskih fragmentov regije ITS ribosomske DNA ter s fizioloskimi testi
identificirali naslednje vrste kvasovk: Pichia anomala, Cryptococcus adeliensis,
Metschnikowia pulcherrima, Aureobasidium pullulans, Candida oleophila in Rhodotorula
mucilaginosa. Proucili smo tudi rast mleénokislinskih bakterij in ugotovili, da
mle¢nokislinske bakterije ne vodijo fermentacije namiznih oljk Slovenske Istre, saj smo pri
odc¢itavanju rezultatov po inkubaciji ugotovili, da so bile plos¢e MRS agarja negativne.
Ugotovili smo statisticno znacilne razlike (t-test, a<0,05) v Stevilu kvasovk med namiznimi
oljkami iz sorte 'Storta’ in 'Istrska belica'. V vzorcih namiznih oljk, ki smo jih predelali iz
sorte 'Storta', smo dologili vedje §tevilo kvasovk. Ovrednotili smo tudi vpliv letnika in
ugotovili, da smo v vzorcih letnika 2006 dolocili vecje Stevilo kvasovk (t-test, 0<0,05).

Iz mati¢ne raztopine plodov oljk 'Storta' in 'Istrska belica' smo pred predelavo izolirali
kvasovko Aureobasidium pullulans. Vrsto Metschnikowia pulcherrima pa smo izolirali ze
po treh dneh fermentacije iz namiznih oljk iz sorte 'Storta' in 'Istrska belica', ki smo jih
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fermentirali na tradicionalni na¢in predelave. Iz vzorcev namiznih oljk 'Storta', letnika
2006 smo po 20-ih dneh fermentacije izolirali vrsto Cryptococcus adeliensis, v vzorcih
letnika 2007 pa v istem obdobju ugotovili prisotnost vrst Rhodotorula mucilaginosa in
Candida oleophila. Cryptococcus adeliensis smo izolirali tudi iz vzorcev namiznih oljk po
treh dneh fermentacije na tradicionalni nain iz sorte 'Istrska belica'. Po 60-ih dneh
fermentacije smo v vzorcih letnika 2006 dolo¢ili prisotnost kvasovke Pichia anomala.

V okviru disertacije smo vpliv tehnoloskih postopkov na kakovost namiznih oljk spremljali
tudi s senzori¢no analizo. V senzori¢no ocenjevanje so bili vkljuceni vzorci namiznih oljk,
predelanih po obeh postopkih (tradicionalnem in modificiranem Spanskem), po 60-ih in
180-ih dneh fermentacije.

Ugotovili smo, da so namizne oljke, predelane s tradicionalnim nac¢inom tako po 60-ih kot
180-ih dneh fermentacije bolj grenke, trde in vlaknate v primerjavi z namiznimi oljkami,
predelanimi z modificiranim $panskim nac¢inom. Ugotovili smo tudi, da so namizne oljke
sorte 'Storta', ne glede na uporabljeno tehnologijo, v primerjavi z namiznimi oljkami sorte
Tstrska belica' bolj vlaknate. Tudi mezokarp se je pri tej sorti zlahka locil od endokarpa
oziroma kos$cice. Statisticno znacilne razlike (t-test, a<0,05) smo dolo¢ili pri zaznavi
grenkega in kislega okusa. Zaznava grenka in kislega okusa je bila bolj intenzivna v
vzorcih namiznih oljk, predelanih na tradicionalni nac¢in. Statisti¢no znacilne razlike (t-test,
0<0,05) smo ugotovili za zaznavo slanega okusa in oceno trdote namiznih oljk.
Senzori¢ne znacilnosti namiznih oljk, ki smo jih fermentirali 60 dni, so bile v primerjavi z
vzorci, ki smo jih senzori¢no ocenili po 180-ih dneh fermentacije, bolj intenzivne. S
statisticno analizo smo prav tako ugotovili, da so namizne oljke sorte 'Istrska belica' bolj
slane (t-test, 0:<0,05) v primerjavi z namiznimi oljkami sorte 'Storta'.

Na podlagi senzoricnega ocenjevanja smo ugotovili, da je za obravnavani sorti
tradicionalni nac¢in predelave namiznih oljk bolj primeren, saj so oljke tudi po 180-ih dneh
fermentacije ohranile primerno grenkobo, trdoto in vlaknatost. Ugotovili smo, da
modificirani Spanski nacin predelave, ki vkljuCuje zacetno razgrenjevanje plodov v
alkalnem mediju, ni najbolj primeren za predelavo lokalnih sort oljk, ker po 180-ih dneh
fermentacije postanejo plodovi mehki z manj intenzivno izrazenimi senzoricnimi
znacilnostmi.

V okviru statisticne obdelave podatkov smo med obravnavanimi parametri poiskali tudi
korelacije (Pearsonov korelacijski koeficient). Ugotovili smo pozitivne korelacije med
spektrofotometricno dolocitvijo vsebnosti skupnih biofenolov in HPLC analizo le-teh, med
vsebnostjo hidroksitirosola in tirosola, med antioksidativno uc¢inkovitostjo in vsebnostjo
skupnih biofenolov. Grenek okus namiznih oljk pozitivno korelira z vsebnostjo skupnih
biofenolov, z vsebnostjo hidroksitirosola in tirosola ter z antioksidativno ucinkovitostjo
namiznih oljk. Prav tako smo ugotovili tudi pozitivno zvezo med vlaknatostjo in trdoto
namiznih oljk.

6.2 SUMMARY

The influence of two production technologies on table olives quality and on the amount of
biophenols, hydroxytyrosol, tyrosol, and antioxidant activity produced from two local olive
varieties, “Storta” and “Istrska belica” was studied. Spontaneous fermentation of table
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olives was carried out with yeast; some species of yeast were isolated and identified. The
quality evaluation of physico-chemical parameters in accordance with the Trade standard
applying to table olives (2004) and sensory assessment of Slovenian table olives were
studied. The olive varieties were processed using Slovenian traditional production
technology and a modified Spanish style technology.

pH value, free acidity and brine concentration were determined. It was found out that pH
value of brine gradually decreased while free acidity increased. Statistically significant
differences (t-test, a<<0.05) between the two technologies in pH values were determined.
pH values determined in table olives produced with traditional technology were lower than
in table olives produced with the modified Spanish style technology. The results showed
that the final values of the examined parameters did not comply with minimum
requirements specified by the Trade standard. Therefore, to assure stability and safety of
the product, table olives have to be acidified and/or pasteurized. Brine concentration was
daily monitored until the equilibrium (because of osmosis) between olives and the brine
was reached.

The influence of production technology on biophenol composition was studied. The
amount of total biophenols, hydroxytyrosol and tyrosol were determined in olive fruits
before processing and in table olives after 60 and 180 days of fermentation. The
determination was performed by HPLC analysis at 280 nm.

Statistically significant differences (t-test, 0<<0.05) between olive cultivars in biophenol
content were determined. The amount of total biophenols in “Istrska belica” olive fruits
was higher than in “Storta” olive fruits.

Statistically significant differences (t-test, 0<0.05) between the two technologies regarding
biophenol content in table olives were determined, regardless of crop year. Values of
biophenol content determined in table olives of both varieties produced with traditional
technology were higher than in table olives produced with the modified Spanish style
technology.

The highest amount of HPLC biophenols was determined in “Istrska belica” after 60 days
of processing with traditional technology while the lowest content of HPLC biophenols
was determined in “Storta” table olives after 180 days of processing with the modified
Spanish style.

The highest contents of hydroxytyrosol and tyrosol were determined in “Istrska belica”
table olives after 60 days of processing with traditional technology. After 180 days of
processing with the modified Spanish style, the lowest content of hydroxytyrosol was
determined in table olives of both varieties while the lowest content of tyrosol was
determined in “Istrska belica” table olives. Comparing to olive fruits before fermentation,
we found out that hydroxytyrosol content increased after fermentation.

Total biophenol content was determined spectrophotometrically with Folin-Ciocalteu
reagent. It is evident that “Istrska belica” olive fruits contained more total biophenols than
“Storta” olive fruits.

Statistically significant differences (t-test, a<0.05) between traditional processing
technology and the modified Spanish style in biophenol content were determined. Values
of total biophenols determined in table olives produced with traditional technology were
higher than in table olives produced with the modified Spanish style technology. The
highest amount of total biophenol content was determined in “Istrska belica” table olives
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after 60 days of fermentation with traditional technology. The lowest amount of total
biophenol content was determined in “Storta” table olives after 180 days of processing
with the modified Spanish style.

Antioxidant activity was determined using DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical
scavenging assay according to the procedure described by Brand-Williams, Cuvelier and
Berset (1995). Statistically significant differences (t-test, a<<0.05) in antioxidant activity of
table olives between the two processing technologies were determined. The highest
antioxidant activity was determined in table olives processed with traditional technology.
The highest antioxidant activity was determined in “Istrska belica” table olives after 60
days of fermentation with traditional technology, while the lowest antioxidant activity was
determined in “Storta” table olives after 180 days of processing with the modified Spanish

style.

The results of this work showed that only yeast play an essential role in fermentation of
table olives from Slovenian Istria. Pichia anomala, Cryptococcus adeliensis,
Metschnikowia pulcherrima, Aureobasidium pullulans, Candida oleophila and
Rhodotorula mucilaginosa were isolated and identified according to restriction fragments
of the 5.8S ITS region of rDNA and biochemical tests. The presence of lactic acid bacteria
was studied. It was found out that the lactic acid bacteria did not grow and did not cause
the fermentation of table olives. Statistically significant differences (t-test, a<0.05)
between the two olive varieties in yeast population were determined. The number of yeasts
was higher in “Storta” table olives than in “Istrska belica” table olives. The influence of
crop year was ascertained, in crop year 2006 more yeasts were determined (t-test, 0<0.05).
Aureobasidium pullulans was isolated from the surface of fresh olive fruits before
production from the two studied varieties “Istrska belica” and “Storta”. Metschnikowia
pulcherrima was determined from both olive varieties after 3 days of fermentation using
the traditional production technology. In “Storta” table olives (crop year 2006)
Cryptococcus adeliensis was isolated after 20 days of fermentation, while in the same
period but in the samples of crop year 2007 Rhodotorula mucilaginosa and Candida
oleophila were determined. Cryptococcus adeliensis was also determined after 3 days of
traditional production in “Istrska belica” table olives. After 60 days of fermentation Pichia
anomala was identified in table olives' samples of crop year 2006.

To evaluate the influence of production technology on the quality of table olives sensory
assessment was performed. Sensory assessment of the characteristics of table olives was
evaluated after 60 and 180 days of production. The median of the intensities for each
sensory attributes was calculated. The bitterness, hardness and fibrousness of table olives
that were produced using the traditional production technology, were more intensive
compared to the intensities of samples produced with the modified Spanish style. We
found out that “Storta” table olives, regardless of production technology, were more
fibrous than “Istrska belica” table olives. Statistically significant differences (t-test,
0<0.05) in the perceived saltiness and hardness were determined. The sensory
characteristics of table olives that were processed 60 days were more intensive compared
to table olives after 180 days of processing.

According to the results of our research, the traditional production technology was better
for processing the two local olive varieties, because even after 180 days they preserved
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appropriate bitterness, hardness and fibrousness that made them suitable for consumption.
It was found out that the modified Spanish style production technology, which involves
initial alkaline treatment, was not suitable for retaining the characteristics of the two local
olive varieties. The results of the research showed that table olives after 180 days of
processing with the modified Spanish production technology were very mollified and the
intensities of the sensory attributes were less expressed.

The correlation between the examined parameters was studied (Pearson's correlation
coefficient). Positive correlations between spectrophotometrical and HPLC determination
of total biophenols, the amount of hydroxytyrosol and tyrosol, antioxidant activity and total
biophenols were determined. The bitter taste of table olives is positively correlated to the
amount of total biophenols, hydroxytyrosol and tyrosol and to the antioxidant activity. A
positive correlation between fibrousness and hardness was determined.
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PRILOGE
Priloga A: Karakterizacija plodov pred predelavo. Rezultati dolocitve vsebnosti biofenolov in
mikrobioloske analize plodov
Vseb.nost skupnih Skupno $tevilo | g, .
Letnik | Sorta Oznaka biofenolov TyrOH Tyr AR_}? mikroorganizmoy Stevilo kvasovk
vzorca FC HPLC | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg) (log CFU/mL)
(log CFU/mL)
(mg/kg) | (mg/kg)
2006 | IB Vla 7581 14583 59,8 15,2 1,1786 0,0 3,0
2006 | IB V1b 7599 14506 62,5 15,9 1,1772 0,0 3,0
2006 S V2a 5596 10559 89,4 38,2 1,1531 0,0 2,6
2006 S V2b 5591 10406 90,6 35,9 1,1536 0,0 2,6
2007 | IB | V20a 7120 14844 56,2 76,8 1,3825 2,8 0,0
2007 IB V20b 7115 14821 59,1 76,4 1,4021 2,8 0,0
2007 S V2la 6361 10963 58,3 66,3 1,4301 1,5 1,7
2007 S V21b 6347 11252 61,5 66,8 1,4301 1,5 1,7
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Priloga B: Rezultati fizikalnokemijskih in mikrobiolo$kih analiz namiznih oljk
.. Skupno Stevilo . .
Letnik |Dnevi| Tehnologija | Sorta 3;2?(1:; pH P(rg/sltg é( lelir;e mikrorz)rganizmov S(tlz\glg]i([‘j/?r?]f)k
(log CFU/mL)
2006 3 Sp IB Mla | 7,98 0,0000 0,5 0,0
2006 3 Sp IB Mlb | 7,99 0,0000 0,5 0,0
2006 3 Sp IB M2a | 8,20 0,0000 1,2 0,0
2006 3 Sp IB M2b | 821 0,0000 1,2 0,0
2006 3 Sp S M5a | 7,31 0,0000 2,0 0,8
2006 3 Sp S M5b | 7,33 0,0000 2,0 0,8
2006 3 Sp S M6a | 7,68 0,0000 2,8 0,8
2006 3 Sp S Mé6b | 7,69 0,0000 2,8 0,8
2006 3 TP IB M3a | 6,19 0,0086 4.4 6,3
2006 3 TP 1B M3b | 6,20 0,0086 4.4 6,3
2006 3 TP IB M4a | 6,15 0,0086 3,1 6,2
2006 3 TP IB M4b | 6,15 0,0086 3,1 6,2
2006 3 TP S M7a | 5,99 0,0103 3.3 5,7
2006 3 TP S M7b | 5,98 0,0086 3.3 5,7
2006 3 TP S M8a |5,84 0,0103 4.4 5,5
2006 3 TP S MS8b | 5,83 0,0103 4.4 5,5
2006 | 10 Sp IB Mlla | 745 0,0017 1,2 0,7
2006 | 10 Sp IB Mllb | 748 0,0017 1,2 0,7
2006 10 Sp 1B Ml2a | 7,63 0,0017 1,6 0,8
2006 | 10 Sp IB MI2b | 7,62 0,0017 1,6 0,8
2006 10 Sp S Ml5a | 6,53 0,0068 5,2 4,1
2006 10 Sp S MI15b | 6,54 0,0068 5,2 4,1
2006 10 Sp S Ml6a | 6,23 0,0068 5,1 472
2006 10 Sp S M16b | 6,22 0,0068 5,1 472
2006 | 10 TP 1B M13a | 6,06 0,0086 6,8 3,7
2006 | 10 TP IB M13b | 6,04 0,0086 6,3 3,7
2006 | 10 TP 1B Ml4a | 6,05 0,0086 6,8 3,3
2006 | 10 TP IB M14b | 6,04 0,0086 6,8 3.3
2006 | 10 TP S Ml7a | 527 0,0103 6,2 43
2006 | 10 TP S M17b | 528 0,0103 6,2 43
2006 | 10 TP S MIi8a | 5,46 0,0103 5,8 6,0
2006 | 10 TP S MI18b | 5,44 0,0103 5.8 6,0
2006 | 20 Sp IB M2la | 6,83 0,0068 5.3 1,2
2006 | 20 Sp IB M21b | 6,82 0,0068 5.3 1,2
2006 | 20 Sp IB M22a | 726 0,0034 4.8 2,1
2006 | 20 Sp IB M22b | 7,26 0,0034 4.8 2,1
2006 | 20 Sp S M25a | 6,17 0,0086 72 4,7
2006 | 20 Sp S M25b | 6,18 0,0086 72 4,7
2006 | 20 Sp S M26a | 5,98 0,0086 6,9 4,7
2006 | 20 Sp S M26b | 5,97 0,0086 6,9 4,7
2006 | 20 TP 1B M23a | 5,82 0,0154 6,1 3,1
2006 | 20 TP IB M23b | 5,82 0,0154 6,1 3,1

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge B: Rezultati fizikalnokemijskih in mikrobioloskih analiz namiznih oljk

Skupno Stevilo

. . .. Oznaka Proste kisline . . Stevilo kvasovk
Letnik | Dnevi | Tehnologija | Sorta vzorca pH (/100 mL) m(lgg(g?ﬁi?)ov (log CFU/mL)
2006 | 20 TP IB M24a | 5,90 0,0171 5,8 2,6
2006 | 20 TP IB M24b | 5,90 0,0171 5,8 2,6
2006 | 20 TP S M27a | 544 0,0359 7,0 3,9
2006 | 20 TP S M27b | 5,44 0,0359 7,0 3,9
2006 | 20 TP S M28a | 542 0,0479 6,9 4,1
2006 | 20 TP S M28b | 5,42 0,0479 6,9 4,1
2006 | 30 Sp 1B M3la |5,99 0,0120 5,9 4,1
2006 | 30 Sp 1B M31b | 5,99 0,0120 5,9 4,1
2006 | 30 Sp 1B M32a | 6,14 0,0103 5,5 4.0
2006 | 30 Sp 1B M32b | 6,14 0,0103 5,5 4.0
2006 | 30 Sp S M35a | 5,95 0,0154 6,1 4.8
2006 | 30 Sp S M35b | 5,95 0,0154 6,1 4.8
2006 | 30 Sp S M36a | 5,55 0,0154 5,8 4.6
2006 | 30 Sp S M36b | 5,54 0,0154 5,8 4.6
2006 | 30 TP IB M33a | 5,85 0,0188 7,2 2,2
2006 | 30 TP IB M33b | 5,85 0,0188 7,2 2.2
2006 | 30 TP IB M34a | 5,80 0,0171 7,1 3,3
2006 | 30 TP IB M34b | 5,81 0,0171 7,1 3.3
2006 | 30 TP S M37a | 5,14 0,0428 7,3 4,1
2006 | 30 TP S M37b | 5,14 0,0428 7,3 4,1
2006 | 30 TP S M38a | 5,08 0,0531 7.3 4,2
2006 | 30 TP S M38b | 5,08 0,0531 7.3 4,2
2006 | 60 Sp 1B V3a |6,30 0,0086 6,8 5,7
2006 | 60 Sp 1B V3b | 6,30 0,0086 6,8 5,7
2006 | 60 Sp 1B Vda | 635 0,0086 6,5 5,3
2006 | 60 Sp 1B V4b | 6,35 0,0086 6,5 5,3
2006 | 60 Sp S V7a | 637 0,0086 6,0 43
2006 | 60 Sp S V7b | 6,37 0,0086 6,0 43
2006 | 60 Sp S V8a | 637 0,0086 6,9 4.8
2006 | 60 Sp S Vv8b | 6,37 0,0086 6,9 4.8
2006 | 60 TP IB Vsa | 526 0,0222 6,6 5,2
2006 | 60 TP IB V5b | 5,26 0,0222 6,6 5.2
2006 | 60 TP IB Véa | 5,11 0,0240 7,0 5,7
2006 | 60 TP IB Véb | 5,11 0,0240 7,0 5,7
2006 | 60 TP S V9a |522 0,0188 6,7 6,2
2006 | 60 TP S Vob | 5,22 0,0188 6,7 6,2
2006 | 60 TP S V10a | 5,24 0,0188 6,7 6,0
2006 | 60 TP S V10b | 524 0,0188 6,7 6,0
2006 | 180 SP IB Vila |6,38 0,0086 5.6 4.8
2006 | 180 SP IB Vilb | 6,38 0,0086 5.6 4.8
2006 | 180 Sp IB V12a | 6,40 0,0068 5,5 47
2006 | 180 Sp 1B VI2b | 6,40 0,0068 5,5 47

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge B: Rezultati fizikalnokemijskih in mikrobioloskih analiz namiznih oljk

Skupno Stevilo

. . .. Oznaka Proste kisline ; . Stevilo kvasovk
Letnik | Dnevi | Tehnologija | Sorta vzorea pH (/100 mL) m(li{;g(gggﬁr{l;)v (log CFU/mL)
2006 180 Sp S V15a | 6,18 0,0086 4.9 49
2006 180 Sp S V15b | 6,18 0,0086 4,9 4.9
2006 180 Sp S Vi6a |6,20 0,0086 5.3 45
2006 180 Sp S Vi6b | 6,20 0,0086 5.3 45
2006 180 TP IB Vi3a |6,42 0,0086 6,0 5,1
2006 180 TP IB V13b | 6,42 0,0086 6,0 5,1
2006 180 TP IB Vida |643 0,0086 5,6 5,6
2006 180 TP IB V14b | 6,43 0,0086 5,6 5,6
2006 180 TP S Vi7a | 6,34 0,0068 6,2 4.8
2006 180 TP S V17b | 6,34 0,0068 6,2 4.8
2006 180 TP S Vi8a |6,28 0,0068 6,3 4.8
2006 180 TP S V18b | 6,28 0,0068 6,3 4.8
2007 3 Sp IB M4la | 7,25 0,0000 3,6 0,0
2007 3 Sp IB M41b | 7,26 0,0000 3,6 0,0
2007 3 Sp IB M42a | 6,45 0,0137 3,8 0,0
2007 3 Sp IB M42b | 6,45 0,0137 3,8 0,0
2007 3 Sp S M45a | 7,38 0,0000 2,5 0,0
2007 3 Sp S M45b | 7,36 0,0000 2,5 0,0
2007 3 Sp S M46a | 7,40 0,0000 2,7 0,0
2007 3 Sp S M46b | 7,40 0,0000 2,7 0,0
2007 3 TP IB M43a | 5,75 0,0240 3,2 1,7
2007 3 TP IB M43b | 5,78 0,0240 3,2 1,7
2007 3 TP IB Mdda | 5,56 0,0291 3,6 1,7
2007 3 TP IB M44b | 5,57 0,0291 3,6 1,7
2007 3 TP S M47a | 5,56 0,0222 3,8 2,2
2007 3 TP S M47b | 5,56 0,0222 3,8 2,2
2007 3 TP S M48a | 3,55 0,0222 3,3 2,2
2007 3 TP S M48b | 5,54 0,0222 3,3 2,2
2007 10 Sp IB Msla | 6,96 0,0068 0,0 0,0
2007 10 Sp IB M51b | 6,97 0,0068 0,0 0,0
2007 10 Sp IB M52a | 6,87 0,0068 0,0 0,0
2007 10 Sp IB M52b | 6,87 0,0068 0,0 0,0
2007 10 Sp S M55a | 7,04 0,0000 5,1 0,0
2007 10 Sp S M55b | 7,02 0,0000 5,1 0,0
2007 10 Sp S M56a | 7,01 0,0000 5,0 2.4
2007 10 Sp S M56b | 7,02 0,0000 5,0 2.4
2007 10 TP IB M53a | 5,06 0,0342 5,5 2,7
2007 10 TP IB M53b | 5,07 0,0342 5,5 2,7
2007 10 TP IB M54a | 5,11 0,0325 5,5 2,0
2007 10 TP IB M54b | 5,11 0,0325 5,5 2,0
2007 10 TP S M57a | 4,91 0,0342 5,3 2,5
2007 10 TP S M57b | 4,93 0,0342 5,3 2,5

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge B: Rezultati fizikalnokemijskih in mikrobioloskih analiz namiznih oljk

Skupno Stevilo

. . .. Oznaka Proste kisline . : Stevilo kvasovk
Letnik | Dnevi | Tehnologija | Sorta vzorea pH (2/100 mL) m(li{;;)(ggﬁl/ﬁrﬁ;)v (log CFU/mL)
2007 10 TP S M58a | 4,94 0,0342 5,4 2,7
2007 10 TP S M58b | 4,96 0,0342 5,4 2,7
2007 20 SP 1B Mé6la | 6,94 0,0000 5,8 2,5
2007 20 Sp 1B M61b | 6,95 0,0000 5,8 2,5
2007 20 Sp 1B M62a | 6,90 0,0000 6,2 3,2
2007 20 Sp 1B M62b | 6,90 0,0000 6,2 3,2
2007 20 Sp S M65a | 7,10 0,0000 5,7 2,3
2007 20 Sp S M65b | 7,12 0,0000 5,7 2,3
2007 20 Sp S Mé66a | 7,11 0,0000 4,5 2,5
2007 20 Sp S M66b | 7,10 0,0000 4,5 2,5
2007 20 TP 1B Mé63a | 5,33 0,0171 5,9 3,0
2007 20 TP 1B M63b | 5,32 0,0171 5,9 3,0
2007 20 TP 1B Mé64a | 5,15 0,0171 6,2 3,2
2007 20 TP 1B M64b | 5,17 0,0171 6,2 3,2
2007 20 TP S Mé67a | 532 0,0137 5,5 3.4
2007 20 TP S M67b | 5,32 0,0137 5,5 3.4
2007 20 TP S M68a | 5,05 0,0137 6,1 3,9
2007 20 TP S M68b | 5,07 0,0137 6,1 3,9
2007 30 Sp 1B M71a | 6,80 0,0068 5,3 4,1
2007 30 Sp 1B M71b | 6,81 0,0068 5,3 4,1
2007 30 Sp 1B M72a | 6,82 0,0068 5,0 3,5
2007 30 Sp 1B M72b | 6,81 0,0068 5,0 3,5
2007 30 Sp S M75a | 6,82 0,0068 6,1 1,0
2007 30 Sp S M75b | 6,82 0,0068 6,1 1,0
2007 30 Sp S M76a | 6,84 0,0068 7,0 1,5
2007 30 Sp S M76b | 6,86 0,0068 7,0 1,5
2007 30 TP 1B M73a |522 0,0205 5,3 4,2
2007 30 TP 1B M73b | 5,23 0,0205 5,3 4,2
2007 30 TP 1B M74a | 5,14 0,0222 5,8 4,1
2007 30 TP 1B M74b | 5,14 0,0222 5,8 4,1
2007 30 TP S M77a | 5,28 0,0325 5,7 4,0
2007 30 TP S M77b | 5,28 0,0325 5,7 4,0
2007 30 TP S M78a | 4,98 0,0342 6,1 5,4
2007 30 TP S M78b | 5,00 0,0342 6,1 5,4
2007 60 Sp 1B V22a |6,72 0,0205 6,4 3,7
2007 60 Sp 1B V22b | 6,71 0,0205 6,4 3,7
2007 60 Sp 1B V23a | 641 0,0282 7,2 3,7
2007 60 Sp 1B V23b | 643 0,0257 7,2 3,7
2007 60 Sp S V26a | 6,48 0,0188 7,0 3,2
2007 60 Sp S V26b | 6,49 0,0188 7,0 3,2
2007 60 Sp S V27a | 6,30 0,0171 7,1 3,2
2007 60 Sp S V27b | 6,29 0,0171 7,1 3,2

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge B: Rezultati fizikalnokemijskih in mikrobioloskih analiz namiznih oljk

Skupno Stevilo

Letnik | Dnevi | Tehnologija Sorta 3;2?5; pH P(r;/slt 8 é( ;Sllirie mikroorganizmov S&';Z\glcoli([\;;?gff
(log CFU/mL)
2007 60 TP IB V24a | 4,91 0,0599 52 4,9
2007 60 TP IB V24b | 4,95 0,0599 52 4.9
2007 60 TP IB V25a | 5,16 0,0462 6,0 4,9
2007 60 TP IB V25b | 5,13 0,0462 6,0 4.9
2007 60 TP S V28a | 5,10 0,0257 5,9 5,1
2007 60 TP S V28b | 5,11 0,0257 5,9 5,1
2007 60 TP S V29a | 4,70 0,0411 6,0 5,2
2007 60 TP S V29b | 4,70 0,0411 6,0 5,2
2007 | 180 Sp IB V30a | 6,05 0,0086 6,2 49
2007 | 180 Sp IB V30b | 6,06 0,0086 6,2 49
2007 | 180 Sp IB V3la | 6,24 0,0068 7.3 3,7
2007 | 180 Sp IB V3ib | 6,24 0,0068 7.3 3,7
2007 | 180 Sp S V34a | 5,36 0,0068 6,3 5.4
2007 | 180 Sp S V34b | 5,37 0,0068 6,3 5.4
2007 | 180 Sp S V35a | 5,58 0,0051 6,6 5,7
2007 | 180 Sp S V35b | 5,58 0,0051 6,6 5,7
2007 | 180 TP IB V32a | 442 0,2105 5.4 5,9
2007 | 180 TP IB V32b | 4,42 0,2105 54 5,9
2007 | 180 TP IB V33a | 4,14 0,2345 55 5.3
2007 | 180 TP IB V33b | 4,15 0,2345 55 5.3
2007 180 TP S V36a | 4,63 0,0804 4.6 5,5
2007 | 180 TP S V36b | 4,62 0,0804 4.6 5,5
2007 | 180 TP S V37a | 4,55 0,0787 6,6 5,1
2007 | 180 TP S V37b | 4,53 0,0787 6,6 5,1
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Priloga C: Rezultati vsebnosti biofenolov in antioksidativna u¢inkovitost namiznih oljk
Vsebnost skupnih
. . .. Oznaka biofenolov TyrOH Tyr ARP
Letnik | Dnevi | Tehnologija | Sorta vzorca FC HPLC (nzlg /ke) (mg}//kg) (mg’")
_ (mg/kg) | (mg/kg)
2006 60 SP 1B V3a 179 196 8,5 9.4 0,0344
2006 60 Sp 1B V3b 198 190 8,1 10,8 0,0372
2006 60 Sp 1B V4a 120 165 8,5 10,7 0,0322
2006 60 Sp 1B V4b 113 156 8,9 11,4 0,0328
2006 60 Sp S V7a 172 235 37,1 8,1 0,0584
2006 60 Sp S V7b 180 237 38,2 6,6 0,0585
2006 60 Sp S V8a 160 133 22,0 6,9 0,0177
2006 60 Sp S V8b 154 128 18,6 6,1 0,0177
2006 60 TP 1B V5a 3084 5695 4457 50,9 0,6509
2006 60 TP 1B V5b 3072 5919 4549 51,1 0,6383
2006 60 TP 1B V6a 3460 5834 493,6 55,8 0,7740
2006 60 TP 1B V6b 3437 5765 488,7 55,4 0,7564
2006 60 TP S V9a 1085 1368 191,7 28,0 0,2717
2006 60 TP S Vb 1090 976 186,1 31,7 0,2717
2006 60 TP S V10a 1094 1014 160,5 18,7 0,2186
2006 60 TP S V10b 1045 1076 164,9 20,4 0,2215
2006 180 Sp 1B Vlila 165 33 5,7 5,0 0,0187
2006 180 Sp 1B V1lb 160 86 10,8 6,3 0,0187
2006 180 Sp 1B V12a 100 65 5,1 6,8 0,0139
2006 180 Sp 1B V12b 112 66 5,8 5,1 0,0139
2006 180 SP S V15a 49 50 6,4 7,7 0,0090
2006 180 SP S V15b 45 49 6,6 7,1 0,0090
2006 180 Sp S V16a 28 40 7,5 6,3 0,0110
2006 180 Sp S V16b 38 35 4.8 6,1 0,0110
2006 180 TP 1B V13a 1210 1356 136,1 24,6 0,3086
2006 180 TP 1B V13b 1234 1391 139,5 24,7 0,3096
2006 180 TP 1B Vida 1300 1414 135,8 21,7 0,2916
2006 180 TP 1B V14b 1279 1485 134,4 21,4 0,2942
2006 180 TP S V17a 403 534 50,5 13,9 0,1159
2006 180 TP S V17b 401 521 51,6 13,7 0,1157
2006 180 TP S V18a 678 526 57,0 15,3 0,1070
2006 180 TP S V18b 640 593 57,4 14,8 0,1074
2007 60 Sp 1B V22a 111 98 7,7 9,9 0,0130
2007 60 Sp 1B V22b 125 94 8,2 9,3 0,0130
2007 60 Sp 1B V23a 104 84 10,6 11,6 0,0201
2007 60 Sp 1B V23b 101 81 10,7 12,1 0,0201
2007 60 Sp S V26a 93 89 7,8 5,5 0,0222
2007 60 Sp S V26b 95 91 7,1 6,2 0,0222
2007 60 SP S V27a 102 96 74 6,8 0,0261
2007 60 SP S V27b 102 99 7.8 6,8 0,0261
2007 60 TP 1B V24a 3716 5581 1016,9 1244 0,6314
2007 60 TP 1B V24b 3704 5721 995.,4 132,1 0,6395

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: Rezultati vsebnosti biofenolov in antioksidativna u€inkovitost namiznih oljk

Vsebnost skupnih
. . .. Oznaka biofenolov TyrOH Tyr ARP
Letnik | Dnevi| Tehnologija | Sorta vzorca FC HPLC (ni/g /ke) (mg}//kg) (mg’")
(mg/kg) (mg/kg)
2007 | 60 TP IB V25a 3597 5302 985,3 | 129,9 |0,6480
2007 | 60 TP IB V25b 3579 5302 981,0 | 129,2 |0,6480
2007 | 60 TP S V28a 1890 2244 5763 | 48,1 |0,3472
2007 | 60 TP S V28b 1878 2232 5743 | 474 |03472
2007 | 60 TP S V29a 1918 2288 5950 | 51,7 |0,3098
2007 | 60 TP S V29b 1912 2219 594,6 | 53,2 |0,3098
2007 | 180 Sp 1B V30a 100 55 4,1 4,1 10,0100
2007 | 180 SpP 1B V30b 94 55 42 4,6 |0,0100
2007 | 180 SpP 1B V3la 94 49 6,2 3,2 |0,0169
2007 | 180 Sp 1B V31b 92 47 6,4 2,7 10,0169
2007 | 180 Sp S V34a 63 74 43 43 10,0126
2007 | 180 Sp S V34b 59 74 3,9 3,9 10,0126
2007 | 180 Sp S V35a 64 69 45 46 10,0115
2007 | 180 Sp S V35b 66 65 6,3 46 10,0115
2007 | 180 TP IB V32a 3098 4872 807,3 | 99,8 |0,6261
2007 | 180 TP IB V32b 3102 4767 823,0 | 97,5 |0,6340
2007 | 180 TP IB V33a 3111 4231 7523 | 91,7 |0,4913
2007 | 180 TP IB V33b 3103 4262 7584 | 89,3 |0,4889
2007 | 180 TP S V36a 1370 1578 4783 | 40,1 |0,2927
2007 | 180 TP S V36b 1354 1600 4874 | 414 102927
2007 | 180 TP S V37a 1320 1487 4303 | 434 |0,2436
2007 | 180 TP S V37b 1314 1515 4295 | 45,7 |0,2448




Valenci¢ V. Vpliv tehnoloskih postopkov na kakovost namiznih oljk Slovenske Istre.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2010

Priloga D: Umeritvena krivulja za spektrofotometri¢no dolo¢evanje vsebnosti skupnih biofenolov
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (BPNO_2\005-0501.D)
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Priloga E1: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v plodovih sorte 'Storta' pred predelavo, letnik 2006
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (BPNO_3\002-0201.D)
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Priloga E2: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta', predelanih na tradicionalni
nacin, po 60-ih dneh fermentacije, letnik 2006
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Priloga E3: Kromatogram HPLC dologitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta’, predelanih na modificirani
$panski nacin, po 60-ih dneh fermentacije, letnik 2006
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (BPNO_4\002-0201.D)
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Priloga E4: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta', predelanih na tradicionalni

nacin, po 180-ih dneh fermentacije, letnik 2006
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Priloga E5: Kromatogram HPLC dolocitve biofenolov v namiznih oljkah 'Storta', predelanih na modificirani

$panski nacin, po 180-ih dneh fermentacije, letnik 2006
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Priloga F: Restrikcijski fragmenti
Oznaka Restrikeijski fragmenti
vzorca Cfol Haelll Hinfl
BA-06 700 640 310+ 310
FA-06 580 600 320
D1-06 330 510+ 70 360 + 290
D2-06 330 510 320 + 260
A2-06 200 + 100 280+ 110 210 + 180
A1-06 200 + 90 270+ 110 210+ 170
H2-06 190 + 90 280+ 110 210 + 180
S1-06 210 +90 300 + 120 210+ 170
S1-06 210+ 100 300 + 130 200 + 160
01-06 210+ 100 290 + 120 180 + 150
E1-06 210+ 100 290+ 110 180 + 150
S2-06 210+ 100 310+ 120 200 + 170
02-06 200 + 100 290+ 110 180 + 150
T2-06 200 + 100 300+ 120 200 + 170
G2-06 200 + 90 280+ 110 210+ 180
V1-06 200 + 100 290 + 120 210+ 180
R2-06 200 + 90 290 + 120 210 + 180
E2-06 200 + 90 290 + 120 180 +160
Z1-06 200 + 90 290 + 130 210+ 180
G1-06 200 + 90 280+ 110 210 + 180
H1-06 190 +90 280+ 110 210+ 180
A2-07 180 + 100 420 + 150 280+ 170 + 130
A3-07 180 + 90 420+ 150 280 + 180 + 120
A4-07 180 + 100 420 + 150 280+ 180 + 130
B1-07 180 + 100 420 + 140 270+ 170 + 130
B2-07 180 + 100 420 + 140 270+ 170 + 120
B4-07 300 + 220 + 100 390 + 220 330 +210
B5-07 300 + 230 + 100 390 + 220 330 +210
C4-07 180 + 100 420+ 150 280+ 170 + 130
C6-07 180 +90 430 + 140 280 + 180 + 130
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Priloga G: Rezultati senzori¢nega ocenjevanja namiznih oljk
Letnik | Dnevi | Tehnologija | Sorta 3;2?3:; Slano | Grenko | Kislo | Trdota | Vlaknatost | Plesnivo
2006 60 Sp IB V3a 6,0 1,0 0,3 49 2,2 0,0
2006 60 Sp IB V3b 5,9 1,1 0,3 5,0 24 0,0
2006 60 Sp IB Vda 6,8 1,0 0,6 47 2,5 0,0
2006 60 Sp IB V4b 6,5 1,0 0,5 438 2,5 0,0
2006 60 Sp S V7a 6,0 1,0 0,6 6,1 6,0 0,0
2006 60 Sp S V7b 6,1 1,1 0,7 6,2 6,2 0,0
2006 60 Sp S V8a 5,8 1,0 0,5 6,3 6,1 0,0
2006 60 Sp S V8b 5,9 1,0 0,4 6,5 6,0 0,0
2006 60 TP IB V5a 55 4.0 1,0 6,0 4.0 0,0
2006 60 TP IB V5b 5.4 43 0,9 5,8 4,1 0,0
2006 60 TP IB Véa 5,1 43 0,5 5,9 3,6 0,0
2006 60 TP IB Vé6b 5.2 472 0,8 6,0 4,0 0,0
2006 60 TP S V9a 5,7 1,6 0,3 53 6,0 0,0
2006 60 TP S V9b 5,8 1,5 1,0 5.4 6,4 0,0
2006 60 TP S V10a 5,8 1,5 0,5 5,5 6,3 0,0
2006 60 TP S V10b 5,8 1,5 1,0 5,3 6,2 0,0
2006 180 Sp IB Vlla 5,0 0,5 0,5 2,1 1,5 0,0
2006 180 Sp IB V1ib 4.8 0,8 0,7 2,0 1,3 0,0
2006 180 Sp IB V12a 5,6 0,5 0,5 1,5 1,0 0,0
2006 180 Sp IB V12b 5,0 0,5 0,4 1,8 1,2 0,0
2006 180 Sp S V15a 5,5 0,9 0,5 43 45 0,0
2006 180 Sp S V15b 5.4 1,0 0,6 42 4.4 0,0
2006 180 Sp S V16a 5,5 0,9 0,8 40 438 0,0
2006 180 Sp S V16b 5,5 1,1 0,7 40 47 0,0
2006 180 TP IB V13a 5,0 3,7 1,0 5,0 3,5 0,0
2006 180 TP IB V13b 5,1 3,9 0,3 5,1 3,9 0,0
2006 180 TP IB Vl14da 5.4 4.0 0,6 5,0 42 0,0
2006 180 TP IB V14b 5.2 3,8 0,9 4,9 4.0 0,0
2006 180 TP S V17a 5,0 1,5 0,5 5,0 5,6 0,0
2006 180 TP S V17b 4.8 1,6 0,5 5,0 5,9 0,0
2006 180 TP S V18a 5.4 2,0 0,9 5,0 5,7 0,0
2006 180 TP S V18b 5.2 1,8 0,3 5,0 5,7 0,0
2007 60 Sp IB V22a 6,0 1,0 2,0 1,5 1,0 2,0
2007 60 Sp IB V22b 5,9 1,1 1,9 1,8 1,2 1,8
2007 60 Sp IB V23a 5.9 2,2 1,5 1,9 1,5 0,0
2007 60 Sp IB V23b 6,0 2,5 1,8 1,7 1,3 0,0
2007 60 Sp S V26a 45 1,0 1,0 1,4 1,0 5,5
2007 60 Sp S V26b 4.6 1,0 1,2 1,4 1,0 5,3
2007 60 Sp S V27a 47 1,2 1,2 1,0 1,0 0,0
2007 60 Sp S V27b 4.6 1,3 1,1 1,3 1,0 0,0
2007 60 TP IB V24a 45 5,0 1,8 45 3,0 0,0
2007 60 TP IB V24b 4.4 49 2,0 4.6 3.4 0,0

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge G: Rezultati senzori¢nega ocenjevanja namiznih oljk

Oznaka

Letnik | Dnevi | Tehnologija | Sorta vzorca Slano | Grenko | Kislo | Trdota | Vlaknatost | Plesnivo
2007 60 TP IB V25a 46 438 1,7 4,5 3,5 0,0
2007 60 TP IB | V25b 46 4.8 1,9 4,5 3,5 0,0
2007 60 TP S V28a 4,0 3,0 1,2 45 4.0 0,0
2007 60 TP S V28b 3,9 2.8 1,3 4.4 41 0,0
2007 60 TP S V29a 4.4 2,5 1,3 45 42 0,0
2007 60 TP S V29b 4,1 2,6 1,3 46 42 0,0
2007 180 Sp 1B V30a 5,9 1,2 1,5 1,0 0,9 0,0
2007 180 Sp IB | V30b 5,8 1,1 1,6 1,1 1,0 0,0
2007 180 Sp IB V3la 5,6 1,2 1,4 1,0 1,0 0,0
2007 180 Sp IB | V3lb 5,5 1,5 1,2 0,9 1,1 0,0
2007 180 Sp S V34a 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4.0
2007 180 Sp S V34b 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 41
2007 180 Sp S V35a 5,0 1,1 1,0 1,0 1,0 0,0
2007 180 Sp S V35b 49 1,2 1,0 1,2 1,2 0,0
2007 180 TP IB V32a 45 4.0 1,4 4,5 3,0 0,0
2007 180 TP IB | V32b 44 43 1,5 4,8 32 0,0
2007 180 TP IB V33a 45 45 1,5 4,9 3,0 1,5
2007 180 TP IB | V33b 4.6 45 1,6 4,7 3,1 1,2
2007 180 TP S V36a 45 3,0 1,5 4.5 42 0,0
2007 180 TP S V36b 46 3,1 1,5 48 4.4 0,0
2007 180 TP S V37a 45 2.5 1,2 4.6 4,5 0,0
2007 180 TP S V37b 45 2,9 14 46 4.6 0,0
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SENZORICNO OCENJEVANJE NAMIZNIH OLJK

OCENJEVALNI LIST

INTENZIVNOST NEGATIVNIH ZNACILNOSTI

Nepravilna fermentacija

(tip)

Druge napake

INTENZIVNOST ZAZNANIH OKUSOV

Slano

Grenko

Kislo

INTENZIVNOST KINESTETICNIH ZAZNAV
Trdota

Vlaknatost

Hrustljavost

Oznaka vzorca: Priimek in ime preskusevalca:

Datum:

Priloga H: Ocenjevalni list (Sensory analysis of table olives, 2008)
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Priloga I: Suha snov v vzorcih plodov in namiznih oljk
Letnik Dnevi | Tehnologija Sorta Oznaka Suha snov (%)
vzorca
2006 0 - IB \4! 36,31
2006 0 - S V2 39,27
2006 60 Sp IB V3 33,88
2006 60 Sp 1B V4 32,43
2006 60 TP IB V5 35,61
2006 60 TP IB V6 34,76
2006 60 Sp S \% 33,13
2006 60 Sp S V8 31,85
2006 60 TP S V9 31,67
2006 60 TP S V10 32,36
2006 180 Sp IB Vi1 32,92
2006 180 Sp IB V12 32,53
2006 180 TP IB V13 33,94
2006 180 TP IB V14 34,55
2006 180 Sp S V15 31,46
2006 180 Sp S V16 31,28
2006 180 TP S V17 32,05
2006 180 TP S V18 33,76
2007 0 - IB V20 33,27
2007 0 - S V21 31,84
2007 60 Sp 1B V22 30,78
2007 60 Sp 1B V23 29,08
2007 60 TP IB V24 32,97
2007 60 TP IB V25 32,47
2007 60 Sp S V26 28,05
2007 60 Sp S V27 27,90
2007 60 TP S V28 32,55
2007 60 TP S V29 33,60
2007 180 Sp IB V30 26,97
2007 180 Sp IB V31 27,45
2007 180 TP IB V32 33,10
2007 180 TP IB V33 33,24
2007 180 Sp S V34 28,77
2007 180 Sp S V35 29,05
2007 180 TP S V36 31,18
2007 180 TP S V37 31,76




