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V okviru magistrske naloge smo izvedli raziskavo olja, ki je bilo pridobljeno iz
razli¢nih sort orehov in stiskano pri razli¢nih temperaturah (30 °C, 40 °C in 50 °C).
Dvanajstim vzorcem sveZega olja smo dolo¢ili sestavo mascobnih kislin (MK),
vsebnost prostih MK, antioksidativni potencial (AOP) s pomo¢jo DPPH radikala in
vsebnost primarnih produktov oksidacije, ki smo jih izrazili kot peroksidno Stevilo
(PS). Dolocili smo tudi vsebnost sekundarnih produktov oksidacije, ki smo jih
izrazili kot p-anizidinska vrednost in vsebnost konjugiranih dienov ter konjugiranih
trienov. Proste MK in PS v svezih oljih nista presegla z zakonom dovoljenih
in jim po ¢asu 10 dni, 15 dni in 20 dni dolo¢ili AOP ter vsebnost konjugiranih
dienov in trienov. Vsebnost konjugiranih dienov je v oljih po koncu sgladiééenja
narasla za 250 % - 400 %. Med vsebnostjo konjugiranih dienov in PS v svezih
vzorcih olja smo nasli tesno pozitivno povezavo. Iz vsebnosti konjugiranih dienov
po koncu skladis¢enja smo izracunali tudi teoreticno vrednost PS, ki je v vseh
vzorcih olja po koncu skladis¢enja presegla dovoljeno vrednost 20 mekv/kg. V
dveh vzorcih orehovega olja smo dolo¢ili MK sestavo po 20 dnevnem skladiséenju.
Vsebnost nenasi¢enih MK se je po skladis¢enju zmanjsala. Najveéjo spremembo
smo opazili pri C18:3, katere vsebnost se je zmanjsala za 18 % 0z. 33 %.
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In MSc thesis an investigation of walnut oils processed from four cultivars at
different temperatures (30 °C, 40 °C and 50 °C) was carried out. Fatty acid
composition, free fatty acid content, antioxidative potential (DPPH method) and
content of primary oxidation products expressed as peroxide value (PV) were
determined in 12 walnut oils. Analyses of secondary oxidation products expressed
as p-anisidine value and content of conjugated dienes and trienes were also carried
out. Free fatty acids and PV in fresh oils did not exceed the upper limit for
unrefined oils. All oil samples were stored at 50 °C and analysed on antioxidative
potential and conjugated dienes and trienes after 10, 15 and 20 days. Content of
conjugated dienes increased for 250 — 400 %. Significant correlation was found
between conjugated dienes and PV of fresh oils. Theoretical PV for oils stored for
20 days was calculated from the conent of conjugated dienes; after storage it
exceeded 20 meqg/kg. After 20 days of storage, the content of polyunsaturated fatty
acids decreased. The greatest change was found for alpha-linolenic acid, its content
decreased for 18 — 33 %.
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1 UvOD

Rastlinska olja in jedi, ki vsebujejo rastlinska olja, so obcutljiva na oksidacijo.
Oksidiranost se v oljih odraza v poslabSanju senzori¢nih lastnosti, kar zaznamo z
neprijetnim okusom in vonjem (Shahidi in Wanasundara, 2008). Tako na primer produkti
sekundarne oksidacije ze v majhni prisotnosti (manj kot 1 ppm) vplivajo na okus (Kochhar,
1996). Med oksidacijo olja izgubijo svoj znaéilen, zazelen okus, poleg tega spremenijo
barvo in, kar je najpomembnejSe, s tem ko se zniza vsebnost vitaminov in esencialnih

mascobnih kislin (MK), se zmanjsa tudi hranilna vrednost (Kochhar in Henry, 2009).

Oksidativna stabilnost je odvisna od stopnje nenasi¢enosti MK, vsebnosti antioksidantov,
prisotnosti prooksidantov in pogojev skladis¢enja. Veéje kot je Stevilo dvojnih vezi (pri
veckrat nenasi¢enih MK (PUFA)), bolj je olje obcutljivo na oksidacijo. Orehovo olje ima
veliko PUFA in je zato zelo obcutljivo na oksidacijo. Za ohranjanje arome in dolge
obstojnosti morajo imeti olja dobro oksidativno stabilnost (Frankel, 2005; Shahidi in
Wanasundara, 2008).

Orehova jedrca so dober vir beljakovin, predvsem pa esencialnih MK. Jedrca vsebujejo
med 52 % in 70 % olja, s prehransko ustrezno MK sestavo, kjer prevladujejo PUFA in
enkrat nenasi¢ene mas¢obne kisline (MUFA) (Crews in sod., 2005). Orehi so tudi dober vir

antioksidantov, zlasti tokoferolov in polifenolov (Martinez in sod., 2006).

1.1 NAMEN MAGISTRSKE NALOGE

Namen magistrske naloge je okarakterizirati orehovo olje iz razli¢nih sort orehov s stalis¢a
mascobnokislinske (MK) sestave, vsebnosti primarnih in sekundarnih produktov oksidacije
in vsebnosti prostih MK. V magistrski nalogi zelimo poiskati olje z najboljSim razmerjem
med omega 3 : omega 6 MK in poiskati stopnjo povezave med antioksidativnim
potencialom (AOP) in nenasi¢enimi MK. Poleg tega zelimo prikazati povezavo med

temperaturo stiskanja in AOP.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

- Temperatura stiskanja olja vpliva na parametre kakovosti olja (peroksidno Stevilo
(PS), p-anizidinsko $tevilo (p-AN), vsebnost prostin MK).

-V orehovem olju je razmerje med omega 3 in omega 6 MK ustrezno.

- Vsebnost nenasi¢enih MK v olju je v povezavi z AOP.

- Temperatura stiskanja vpliva na AOP.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MASCOBE V PREHRANI

Prehranske mascobe so pomemben vir energije (1 g mascob da 39 kJ energije), predvsem
pri vecjih energijskih potrebah, npr. pri ljudeh, ki opravljajo tezka fizi¢na dela. Energijska
vrednost mascob je skoraj dvakrat veéja v primerjavi z ogljikovimi hidrati in

beljakovinami (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004).

Mascobe so v prehrani ljudi nujne kot vir dolo¢enih esencialnih MK in za poveéanje
energijske gostote obroka. Z njimi zagotavljamo od 15 % do 30 % dnevnih potreb po
energiji. Iz dnevne prehrane, ki vsebuje izredno malo mascob, se iz ¢revesja v kri in limfo
ne morejo absorbirati v masc¢obah topni vitamini (A, D, E in K). Prehrana z malo

mascobami (pod 20 %) je s senzori¢nega staliS¢a slabsa in zelo neokusna (Pokorn, 2005).

Preglednica 1: Pomembne maséobne kisline v zivilih ter njihov fizioloski uéinek in vloga (Salobir, 2001).

Vsakdanje ime Kratka oznaka Utinek, vloga
NASICENE KISLINE

lavrinska 12:0 1 ravan holesterola v krvi (aterogena)
miristinska 14:0 najbolj aterogena
palmitinska 16:0 aterogena
stearinska 18:0 pospesuje strjevanje krvi (trombogena)

ENKRAT NENASICENE
palmitooleinska 16:1 | ravan holesterola, manj podvrzena peroksidaciji
oleinska 18:1 | ravan holesterola, manj podvrzena peroksidaciji

VECRAT NENASICENE
linolna 18:2, omega 3 esencialna MK, predstopnja arahidonske
a-linolenska 18:3, omega 3 esencialna MK, predstopnja EPA in DHA
v-linolenska 18:3, omega 6 funkcionalna pri multipli sklerozi
dihomo y-linolenska 20:3, omega 6 predstopnja tkivnih hormonov omega 6 vrste
arahidonska 20:4, omega 6 predstopnja tkivnih hormonov omega 6 vrste
EPA 20:5, omega 3 predstopnja tkivnih hormonov omega 3 vrste
DHA 22:6, omega 3 gradnik mozganov, zivéevja, ocesne mreznice,

pomembna za razvoj mozganov, mreznice
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Mascobe so velika skupina strukturno razli¢nih spojin. Triacilgliceroli, to so estri glicerola
in MK, so spojine, ki jih uvrs¢amo med mascobe in so prevladujoce sestavine olj in masti.
MK so lahko nasi¢ene, MUFA in PUFA (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004).
Prehranske maScobe, ki obstajajo v naravi, so skoraj izklju¢no sestavljene iz meSanih

triacilglicerolov. Zdravi ljudije jih absorbirajo povpre¢no 98 %.

Zaradi razmeroma nizkih potreb po energiji v danasnjem ¢asu ¢lovek pri uzivanju hrane z
ve¢jim delezem mascob hitro preseze energijsko bilanco. Strokovnjaki menijo, da je
prevelika vsebnost mascob v dnevni prehrani sodobnega ¢loveka tudi kriva, da je debelost
tako razSirjena. V razvitih drzavah dajejo mascobe do 45 % energije od celokupnih
dnevnih potreb po energiji. V vseh tistih populacijah ljudi, ki v dnevni prehrani zauzijejo
ve¢ kot 35 % mascob glede na dnevno zauzito energijo, je dokazana znatno vecja
umrljivost zaradi koronarnih bolezni kot pa v tistih populacijah, ki zauzijejo manj kot 30 %
mascob (Pokorn, 2005).

Prehrana, ki vsebuje veliko mascob, bogatih z nasi¢enimi MK in veliko holesterola, zvisuje
raven holesterola in beta-lipoproteine v krvi, kar povecuje pogostost ateroskleroznih
obolenj. Raven holesterola zvisujejo, poleg zivalskih mascob, tudi nekatere rastlinske
mascobe: kokosova mast, kakavovo maslo, olje palmovih kos¢ic in hidrogenirana
rastlinska olja. Rastlinska olja, ki so bogata z nenasicenimi MK, npr. koruzno olje,
son¢ni¢no olje, sojino olje, laneno olje in olj¢no olje, znizujejo raven holesterola v krvi

(Pokorn, 2005).

Nasi¢ene MK vefinoma vnasamo s hrano, vendar se lahko tvorijo tudi v telesu z
lipogenezo iz glukoze. MUFA in PUFA se prav tako vnasajo s hrano, lahko pa se tudi
sintetizirajo iz nasi¢enih MK. Izjema so nekatere PUFA s cis konfiguracijo in to¢no
dolocenimi mesti dvojnih vezi. Te so esencialne, kar pomeni, da jih ¢lovek ne more sam
sintetizirati, vendar so za obstoj organizma neobhodno potrebne (Referenc¢ne vrednosti za
vnos hranil, 2004).

Ceprav so mas¢obe za Zivljenje in zdravje ¢loveka pomembna in nepogresljiva hranila, se

o mascobah, vsaj v javnosti, najve¢ govori in razmislja kot o zdravju Skodljivih sestavinah
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hrane (Salobir, 2001). Splosno priporocilo je, da naj se uzivanje mas¢ob zmanjsa in
uposteva epidemioloske in klini¢ne ugotovitve o tesni povezavi med prevelikim uzivanjem
mascob, zlasti nasi¢enih mascob, in dislipoproteinemijo ter boleznimi srca in ozilja, rakom
na debelem crevesu in prekomerno telesno tezo (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil,

2004).

Preglednica 2: Orientacijske vrednosti mas¢ob v prehrani odraslih ljudi (Salobir, 2001).

Parametri priporocil Meje zaupanja
Skupne mascobe (% skupne energije) 25-30
Nasi¢ene mascobe (% skupne energije) <10
Veckrat nenasic¢ene mascobe (% skupne energije) 7-10
-Veckrat nenasi¢ene omega 6 58
-Veckrat nenasi¢ene omega 3 1,2
-Razmerje omega 6 : omega 3 vsaj 5:1, boljSe ozje
EPA + DHA 250 mg/dan
Enkrat nenasi¢ene mascobe (% skupne energije) 18 -23
Trans MK (% skupne energije) <1
Holesterol (mg/dan) <300

2.2 OMEGA 3 MASCOBNE KISLINE

Z ustreznim dnevnim vnosom dolgoveriznih veckrat nenasi¢enih omega 3 MK (LC
omega 3 PUFA) povezujejo kar nekaj zdravstvenih koristi, kot so: primarna in sekundarna
preventiva bolezni srca in ozilja, zmanj$ani vnetni procesi, zmanj$ani simptomi depresije,
pomo¢ pri artritisu ter izbolj$ano zdravje in inteligenca dojenckov, katerih matere so imele
povecan vnos omega 3 MK med nosecnostjo (Innis in Friesen, 2008). LC omega 3 PUFA

naj bi tudi preprec¢evale maligna obolenja (Antonijevic in sod., 2007).

V ¢asu mladosti nasih starSev so pis¢anci veljali za dober vir omega 3 MK, vendar danes
temu ni ve¢ tako. Zaradi intenzivne vzreje in ciljane selekcije danasnji pis¢anci ne morejo
v tak$nih koli¢inah sintetizirati omega 3 MK. Razlog ti¢i predvsem v danasnji krmi, Ki ne
vsebuje taksne MK sestave, kot jo je véasih. Ce je v 70. letih prejinjega stoletja 100 g

porcija vsebovala 170 mg omega 3 MK, je ta vrednost danes padla na le 25 mg. Pri
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ekoloski vzreji piS€ancev je situacija malenkost boljsa, saj 100 g porcija vsebuje priblizno
65 mg omega 3 MK. Po jajcih obogatenih z omega 3 MK pa se naj ne bi posegalo, saj
vsebujejo velike koli¢ine holesterola (Wang in sod., 2010).

Ribe in vsa morska hrana so za ¢loveka posebej pomembna zaradi velike koli¢ine omega 3
MK, ki jih dobimo z uzivanjem le teh. Vendar je ¢lovek ta pomemben vir onesnazil z
organskimi onesnazevalci, kot so dioksin, poliklorirani bifenil, polikloriran dibenzofuran,
polikloriran dibenzo-p-dioksin itd. Te ksenobiotike povezujejo z rakotvornostjo, motnjo
razmnozevanja itd. Za dioksin in dioksinu podobne molekule je WHO postavila toleriran
dnevni vnos, ki znasa 1 pg/kg telesne teze (TT). To mejo presezemo ze, ¢e ribe uzivamo
dvakrat na teden. Torej tolikokrat, kot naj bi jih uzivali predvsem nosec¢nice, dojece zenske
in otroci. Slika 1 prikazuje, da kar 80 % populacije preseze mejo 1 pg/kg TT/dan za vec
kot 4-krat, Ce zeli dobiti 0,3 % energije iz PUFA omega 3 MK in za vir omega 3 MK
izbere ribe. Mleko, govedina in predvsem ribe so nas najvecji vir industrijskih polutantov v

prehrani in iz tega stalis¢a ne morejo biti zdrav vir omega 3 MK (Cannon, 2009).
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Slika 1: Vsebnost polutantov v prehrani, ki zagotavlja vir dolgoveriznih omega 3 mascobnih kislin v
vrednosti 0,3 % energijskih potreb (Antonijevic in sod., 2007).
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Dober vir omega 3 MK predstavljajo lanena semena, ki imajo razmerje omega 3 : omega 6
MK 2 : 1 (Morais in sod., 2011). Dobro razmerje med omega 3 in omega 6 MK imajo tudi
orehi (Juglans regia) (Antonijevic in sod., 2007).

2.2.1 Orehi kot vir omega 3 mas¢obnih Kislin

Oreh vsebuje najvisje koncentracije omega 3 MK med vsemi orescki. Veliko vecino
ore$¢kov, ne samo oreh, Stejemo kot zdrav vir mascob, predvsem nenasic¢enih MK. Ore$cki
vsebujejo tudi v mascobi topne vitamine (A, D, E in K) in so bogat vir prehranske
vlaknine, fitonutrientov in drugih mikrohranil. Zaradi mascob in velike energijske
(kalori¢ne) vrednosti orescke ob rednem in stalnem uzivanju povezujejo z debelostjo in
pridobivanjem telesne teze. Drzi ravno obratno — orescki, ki so bili dodani k prehrani, kljub
zgoraj naStetim lastnostim, ne vplivajo na poviSanje telesne teze. Prehranjevanje z orescki
je celo pokazalo na statisticno znacilno znizanje indeksa telesne mase. Orescki naj bi
varovali naso DNA pred poskodbami, zavirali naj bi rast rakavih celic, preprecevali vnetne
procese, zmanjSevali holesterol in tveganje za nastanek anevrizme aorte, zmanjsevali
tveganje za bolezni srca in veliko drugih bolezni (Hollis in Mattes, 2007; Kent in sod.,
2010; Casas-Agustench in sod., 2011).
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2.3 OBSTOJNOST OREHOVEGA OLJA

V zadnjih letih se na trzis¢u pojavlja vedno vec t. i. zdravju koristnih olj, med katera spada
tudi orehovo olje. Obstojnost je pri takih oljih veckrat kar na slepo dolo¢ena. Preglednica 3
nam podaja primerjavo med obstojnostjo olja, ki jo proizvajalec odtisne na embalazo (Ce
imamo olje shranjeno pri 20 °C v temnem prostoru), in obstojnostjo, ki so jo dolo¢ili s
pomocjo metode Rancimat (Kochhar in Henry, 2009).

Preglednica 3: Obstojnost razli¢nih vrst olj (Kochhar in Henry, 2009).

obstojnost, odtisnjena na embalazi  obstojnost — ekstrapolacija Rancimat

vrsta olja [mesec] [mesec]
mandljevo olje 14 3,1
avokadovo olje 13 7,0
le$nikovo olje 5 75
makadamijevo olje 5 15,4
olje grozdnih pesk 6 3,2
olje rizevih otrobov 7 6,5
prazeno sezamovo olje 15 6,0
orehovo olje 12 0,6

Najboljsi rezultat pri raziskavi, kjer so dolocili obstojnost na osnovi ekstrapolacije pri
Rancimat metodi, je doseglo olje, ki je bilo pridobljeno iz ores¢kov makadamije. Le ta je
znasala nekaj vec kot 15 mesecev, kar je preseglo obstojnost odtisnjeno na embalazi za vec
kot 10 mesecev. Olje makadamije vsebuje priblizno 22 % palmitooleinske MK (C16:1), ki
je bolj odporna na oksidacijo kot PUFA, koli¢ina slednje je v olju makadamije zelo nizka —
le 2,5 % (Preglednica 4). Daljso obstojnost, ali vsaj podobno od navedene, sta dosegla se
lesnikovo olje in olje rizevih otrobov. Vecina olj, ki spadajo v skupino PUFA olj (olje
grozdnih pesk, prazeno sezamovo olje in orehovo olje), je doseglo krajSo obstojnost od

navedene.

Glede na rezultat, ki so ga pridobili z Rancimat metodo, je najmanj stabilno orehovo olje.
Obstojnost, kot so jo dolo¢ili z Rancimat metodo, znasa le 0,6 meseca, kar je priblizno 20
dni in je od 15- do 20-krat krajsa od tiste, Ki je navedena na embalazi. Orehovo olje ima
enako vsebnost nasi¢enih, MUFA in PUFA kot olje grozdnih pesk. Kljub temu ima olje

grozdnih pesk obstojnost ocenjeno na 3,2 meseca, torej 2,6 meseca ve¢ kot orehovo olje.
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Razlika je posledica tega, da ima orehovo olje velik delez a — linolenske kisline (18:3),
med 11 % — 16 % (Savage in sod., 1999), med tem ko imajo ostala PUFA olja (olje
grozdnih pesk, olje rizevih otrobov in prazeno sezamovo olje) o — linolenske kisline manj
kot 1,5 %. Prav zaradi slabe stabilnosti orehovega olja je tega najbolje porabiti ¢im prej po

odprtju (Kochhar in Henry, 2009).

Preglednica 4: Vsebnost nasi¢enih, enkrat nenasi¢enih in veckrat nenasi¢enih mas¢obnih kislin v oljih
(Kochhar in Henry, 2009).

vrsta olja nasi¢ene MK [%] MUFA [%] PUFA [%]
mandljevo olje 7 72 21
avokadovo olje 14 76 10
lesnikovo olje 9 79 12
makadamijevo olje 18,5 79 2,5
olje grozdnih pesk 9 15 76
olje rizevih otrobov 24 43 33
prazeno sezamovo olje 15 42 43
orehovo olje 9 15 76

Vsa jedilna olja, ki jih kupimo v trgovini, so oznacena z rokom uporabnosti. Olje, ki ima
daljsi rok uporabe, je bolj oksidativno stabilno, kar pomeni, da bo avtooksidacija potekala
pocasneje (Kochhar in Henry, 2009). Oksidativna stabilnost je poleg sestave MK odvisna
tudi od vsebnosti prooksidantov in antioksidantov v olju. Olja, ki vsebujejo vecjo koli¢ino
PUFA, bodo veliko bolj dovzetna za oksidacijo, saj se npr. linolna kislina (C 18:2),
oksidira kar 12-krat hitreje kot oleinska (C 18:1), alfa linolenska kislina (C 18:3) pa kar 25-
krat hitreje.

Oksidacija lipidov poteka v treh stopnjah. Zacetno stopnjo ali iniciacijo spodbujajo visoke
temperature, svetloba v vidnem in UV spektru, kovinski ioni in prosti radikali. V zacéetni
stopnji nastane prosti radikal (alkilni radikal) tako, da se vodikov atom odcepi iz
nenasi¢ene mascobne kisline. Alkilni radikal v drugi fazi oksidacije (propagaciji) hitro
reagira s kisikom (triplet kisikom) in iz njega nastane alkilperoksilni radikal. Slednji
radikal, ki je eden izmed klju¢nih intermediatov oksidativnih procesov, hitro odcepi vodik

iz mascobne kisline, pri ¢emer nastane hidroperoksid (primarni produkt oksidacije) in nov
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alkilni radikal. Reakcija oksidacije tako poteka verizno. Konca se le, ¢e med sabo reagirata
dva radikala, ki bi tvorila bolj stabilno oziroma nereaktivno obliko. Tej fazi re¢emo
terminacija. 1z primarnih produktov oksidacije nastanejo sekundarni produkti oksidacije,
kot so npr. aldehidi, alkoholi, ketoni, karboksilne kisline, laktoni, estri in ogljikovodiki
(Abramovi¢, 2011).

Za dolocitev primarnih produktov oksidacije v olju tj. hidroperoksidov obstajajo razli¢ne
metode. Lahko jih dolo¢imo spektrofotometricno v infrarde€em obmocju z vrhom pri
frekvenci 3500 cm™, s pomogjo kromatografije ali z jodometri¢no titracijo, kjer rezultat
podamo kot PS (Shahidi in Wanasundara, 2008). Sekundarne produkte oksidacije
(karbonilne spojine) lahko, poleg postopka z dolocitvijo p-AV, dolo¢amo tudi z drugimi
postopki, kot npr. spektrofotometri¢éno v infra rdeCem obmocju, s plinsko kromatografijo
ali s TBA testom (Shahidi in Wanasundara, 2008). Pri postopku dolocitve p-AV reagirajo
aldehidi v kislem okolju z reagentom p-anizidin-om, kar se pokaze s tvorbo rumene barve
(Shahidi in Wanasundara, 2008).

Cli OH NH,
T ¥ . ’©/
C CH,0

1
H

p-anizidin
Malondialdehid

NN NNH
CH3O’© ©00H3

Slika 2: Reakcija med aldehidom in p — anizidinom (Shahidi in Wanasundara, 2008).
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Oksidiranost PUFA lahko zaznamo s povecano absorbanco v ultravijolicnem obmocju,
kjer se tvorijo dieni in polieni. Konjugirani dieni imajo absobcijski vrh med 230 nm in
240 nm in jih obic¢ajno dolo¢amo pri 232 nm ali 234 nm. Konjugirani trieni pa imajo svoj
vrh v obmo¢ju med 255 nm in 280 nm in jih obi¢ajno dolo¢amo pri 268 nm. Pri merjenju
moramo biti pozorni na to, da imajo v absorbcijskem obmo¢ju dienov svoj absorbcijski vrh
(234 nm — 236 nm) tudi karotenoidi, ki so pogosto prisotni v razli¢nih koncentracijah v

nekaterih oljih.

Konjugirani dieni so znak primarne oksidacije olja. Konjugiran dien ima dve dvojni vezi,
ki sta med seboj loceni z eno enojno vezjo (-CH=CH-CH=CH-), za razliko od diena, ki
ima dve dvojni vezi loCeni z dvema enojnima vezema oz. metilensko skupino (-CH=CH-
CH,-CH=CH) (Boyer, 2005). Konjugirani trieni spadajo med sekundarne produkte
oksidacije in imajo tri dvojne vezi, ki so med seboj lo¢ene z enojno vezjo (Wanasundara in
Shahidi, 2008; Filip, 2010).

Metoda za dolo¢anje konjugiranih dienov je hitrej$a, preprostej$a od metode za dolo¢anje
PS, pri kateri potrebujemo tudi ve&jo koli¢ino vzorca. Zato veckrat sluzi kot nadomestna
metoda za dolo¢itev PS (Shahidi in Wanasundara, 2008). Ugotovili so, da obstaja dobra

linearna povezava med PS in konjugiranimi dieni, kot prikazuje Slika 3.
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Slika 3: Linearna povezava med peroksidnim $tevilom in konjugiranimi dieni v repi¢nem in sojinem olju
(Shahidi in Wanasundara, 2008).

2.4 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL

Antioksidanti so snovi, ki nevtralizirajo Skodljive u¢inke prostih radikalov na celi¢ne
strukture tako, da prostim radikalom oddajo manjkajo¢i elektron in jih s tem naredijo manj
reaktivne (Evans in Halliwell, 2001). Antioksidante delimo na primarne in sekundarne.
Primarni antioksidanti spreminjajo proste radikale v bolj stabilno obliko in na tak nacin
prekinjajo oksidacijo. Taksni antioksidanti so npr. fenolne spojine in tokoferoli (vitamin
E). Sekundarne antioksidante imenujemo tudi sinergisti, ker zmanjSujejo uéinek
prooksidantov in povecajo sposobnost primarnih antioksidantov. U¢inek prooksidatnov
zmanjsujejo tako, da npr. vezejo kovinske ione v komplekse, absorbirajo UV svetlobo,
deaktivirajo singletni kisik ali ga ujamejo (lovilci prostega kisika). Lovilci prostega kisika

so npr. askorbinska kislina, beta karoteni ... (Abramovi¢, 2011).

AOP olja nam pove v kolik$ni meri so antioksidanti v olju sposobni onesposobiti proste

radikale. AOP lahko dolo¢imo na dva naéina. Pri prvem nainu spremljamo ucinek
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dodanega antioksidanta na napredovanje oksidacije, v drugem nacinu pa v modelnem
sistemu merimo, kako je antioksidant sposoben uloviti 0z. onesposobiti prosti radikal, ki ga
dodamo med meritvami. Ta prosti radikal je lahko:
e 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil, poznan kot DPPH",
e Kkationski radikal 2,2'-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonske kisline), poznan
kot ABTS ¥,

e superoksidni anionski radikal (O;7) ...

V magistrski nalogi smo AOP dolocali z radikalom DPPH'. Antioksidanti, ki so prisotni v
olju ob stiku z DPPH" radikalom oddajo vodikov atom, ki se veze na DPPH", pri ¢emer
nastane nereaktivna oblika 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH-H). Pri tem se radikalu
spremeni barva iz vijolicne v rumeno, kar lahko izmerimo kot znizanje absorbance pri

517 nm (Abramovic, 2011).

Orescki na splosno, Se posebej oreh, imajo veliko antioksidantov (vitamin E) in s tem velik
AOP glede na preostalo sadje. Orehi imajo AOP, ki so ga izrazili kot kapaciteto
absorbance kisikovega radikala (ORAC), 13541 umol/100 g. Vec¢ji AOP med orescKi
imajo le ameriski orehi znani tudi kot pekan orehi, ki imajo ORAC vrednost
17940 umol/100 g, kar je 10-krat toliko, kot jo ima mandarina (1627 umol/100 g). Seveda
obstajajo tudi boljsi viri antioksidantov od ores¢kov, kot npr. zacimbe, ki imajo tudi do 20-
krat ve¢ antioksidantov kot pekan oreh (USDA, 2010; Bizjak, 2012).

2.5 OPTIMIZACIJA STISKANJA OREHOVEGA OLJA

Koli¢ina in kvaliteta orehovega olja, ki ga je mogoce pridobiti iz jedrc, sta klju¢nega
pomena za zacetek komercialne proizvodnje stiskanja. V' proizvodnji, predvsem rafiniranih
olj, se uporablja proces ekstrakcije s topili, saj s topili dosezemo velik izkoristek stiskanja.
Tehnika ekstrakcije s topili ni primerna za olja visje kakovosti, saj je potrebno olje zaradi
ostankov topila odistiti, pri ¢emer lahko izgubimo biolosko pomembne molekule, kot so
fenoli, tokoferoli in esencialne MK. Olje, ki ga pridobimo samo s stiskanjem, ohrani veliko
prehransko pomembnih hranil. lzkoristek stiskanja lahko izboljSamo s spreminjanjem

nekaterih parametrov kot so: temperatura, frekvenca in Sirina Sob na stiskalnici. Ugotovili
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so, da so optimalni pogoji stiskanja pri temperaturi stiskalnice 70 °C, pri frekvenci 20 Hz
in premerom Sob 8 mm. Pri taksnih pogojih iz 0,5 kg orehov dobimo 288,9 mL olja, s
temperaturo 42,7 °C (Cojocaru in sod., 2009). Okoli 8 % olja ostane v preostanku po
stiskanju, ti. pogaci. Olje pod takimi pogoji stiskanja dosega naslednje fizikalno-kemijske
lastnosti, ki so bile izmerjene takoj po stiskanju, kot prikazuje Preglednica 5 (Joki¢ in sod.,
2014).

Preglednica 5: Fizikalno-kemijske lastnosti svezega orehovega olja (Joki¢ in sod., 2014).

Lastnosti vrednost
jodno stevilo [g 12/100 g olja] 161,79
Stevilo umiljenja [mg KOH/g olja] 193,00
PS [mmol 02/kg olja] 0,46
proste MK [%] 0,23
netopne snovi [%] 0,34
vsebnost vode [%] 0,11
p-AV 0,08
Totox vrednost 1,02

Ostanek olja, ki ostane v pogaci po stiskanju, lahko pridobimo s superkriti¢no ekstrakcijo s
CO,. Superkriticna ekstrakcija lahko nadomesti postopke stiskanja s pomo¢jo organskih
topil. Po ekstrakciji s CO, v olju ne ostane nobenih sledi topil poleg tega pa vsebuje olje
pridobljeno s CO, ekstrakcijo ve¢ aromati¢énih komponent (Salgin in Salgin, 2006). V
orehovi pogaci, ki je vsebovala 7,81 % prostega olja, so s superkriti¢cno CO, ekstrakcijo v
200 min uspeli pridobiti skoraj celotno koli¢ino olja, kar prikazuje Slika 4 (Joki¢ in sod.,
2014).



Bizjak J. Mas¢obnokislinska sestava in antioksidativni potencial orehovega olja. 15
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

w &~ U1 o <

o8]

izkoristek ekstrakcije [g/100g]

0 50 100 150 200 250

¢as [min]

Slika 4: Odvisnost izkoristka pri pridobivanju olja iz orehove pogace s CO, ekstrakcijo od ¢asa (Joki¢ in sod.,
2014).

Koncentracija tokoferolov je bila v obeh primerih stiskanja olja podobna. V olju
pridobljenem iz pogace je koncentracija tokoferolov znasala 498,05 mg/L (y tokoferol
309,32 mg/L in a tokoferol 188,73 mg/L), v olju pridobljenem iz jedrc pa malo manj
463,71 mg/L (y tokoferol 322,83 mg/L in a tokoferol 140,88 mg/L). Preostalih dveh

izomer (B- in 8-tokoferola) v orehovem olju niso zaznali (Joki¢ in sod., 2014).
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3 MATERIAL IN METODE

Material, na katerem smo opravili raziskavo, je bilo olje pridobljeno iz razli¢nih sort
orehov (Juglans regia). Imeli smo 12 razli¢nih vzorcev orehovega olja, ki smo jih dobili od
istega proizvajalca v temnih 100 mL steklenickah. Vse vzorce smo dobili zmrznjene.
Vzorce smo oznacili na slede¢i nacin: Oreh 30, Oreh 40, Oreh 50, Adams, Fernor, Lara,
Fernette, Franquet, Mulina 0, Mulina II, Mulina IV in MeSan oreh. Temperatura, pri kateri
so se olja stiskala, naj bi bila povsod 30 °C, razen pri dveh vzorcih, kjer je to drugace

navedeno. Vzorec olja Oreh 40 so stiskali pri 40 °C, olje Oreh 50 pa pri 50 °C.

Za ve€ino vzorcev je znana sorta oreha, iz katerega je bilo olje pridobljeno. Za vzorce olja
Oreh 30, Oreh 40, Oreh 50 ne vemo, kateri sorti oreha naj bi pripadali, oziroma, ¢e gre za
mesanico, kaksna je (iz katerih sort orehov in v kak$nem delezu). Prav tako ni znano iz

katerih sort orehov je sestavljeno olje z oznako MeSan oreh.

Cas, ki je bil potreben za stiskanje olja, ni bil naveden. Ni podatkov o temperaturi, pri
kateri so se susili orehi in koliko orehov je bilo poskodovanih, obolelih. Zaradi omenjenih
neznank, smo predpostavili, da so vsa olja imela enake pogoje stiskanja in da so prisla iz

zdravih plodov, ki so bili pravilo suseni.
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3.1 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA

MK sestavo smo dolocili z metodo dolo¢anja MK kot metilnih estrov v oljih. Metoda

temelji na plinski kromatografiji.

Postopek:

MK sestavo smo dolocili v vseh vzorcih svezega olja in v dveh vzorcih olja (olje iz sort
Adams in Lara) po 20 dnevnem hranjenju pri 50 °C. Priblizno 20 mg olja smo odtehtali v
vialo. Natehtanemu olju smo s pipeto dodali 100 pL internega standarda raztopine
heptadekanojske kisline C:17 in si zabelezili maso. Heptadekanojsko MK pogosto
uporabljamo kot interni standard, saj je v naravi le redko prisotna. Natehtani koli¢ini
internega standarda (vrednosti se gibljejo okrog 70 mg) in olja v viali, smo dodali
mesSanico metanola, benzena, 2,2 dimetoksi propana in H,SO,4, v razmerju 37:20:5: 2,
ter 1,8 mL heptana. Viale smo nepredusno zaprli in jih segrevali na vodni kopeli 60 minut
pri 80 °C. Po segrevanju smo viale ohladili. V vialah se je zmes razplastila na 2 dela. Nas
je zanimala samo zgornja, heptanska plast, v kateri so bili metilni estri MK orehovega olja
in internega standarda. 1z heptanske plasti smo odpipetirali 1 mL raztopine, ki smo jo
prenesli v novo manjso vialo, le to smo namestili v ustrezen nosilec na aparaturi. Za vsak
vzorec orehovega olja smo zgoraj opisani postopek priprave metilnih estrov izvedli v vsaj
treh paralelkah. Kromatograf nam je podal povrsine posameznih MK. Vsebnost posamezne

MK v vzorcu olja smo izrac¢unali z naslednjo relacijo:

C= A; * Fy * my, * 100 1)
a1y * Fajp7 * my,
molska masa MK (2
Fai

~ molska masa metilnega estra

C = koncentracija posamezne MK [g/100g vzorca]
A. = povrsina posamezne MK

Fai = koeficient posamezne MK

m17 = masa internega standarda [mg]

A7 = povrsina internega standarda

Fai17 = koeficient internega standarda = 0,95068194

m,; = masa vzorca [mg]
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Preglednica 6: Molske mase mascobnih kislin in metilnega estra.

MK Splo$no ime Mk [g/ mol] Mmetilnega estra [0/ MOI] Fai

C16:0 palmitinska kislina 256,42 284,48 0,90136
C16:1| palmitoleinska kislina 254 268,43 0,94624
c18:0 stearinska kislina 284,48 312,53 0,91025
c18:1 oleinska kislina 282,46 310,51 0,90966
c18:2 linolna kislina 280,45 308,5 0,90908
C 18: 3| alfa linolenska kislina 278,43 306,48 0,90848
C20:0 araSidna kislina 312,53 326,56 0,95704
Cc20:1 gadoleinska kislina 310,51 324,54 0,95677
C17:0 270,45 284,48 0,95068

Pribor, aparature in reagenti:

e Analizo smo izvedli na plinskem kromatografu Agilent Technologies 6890N pri
naslednjih nastavitvah:
kolona: SUPELCO - SPB PUFA; 30 m X 0,25 mm X 0,2 pm,
detektor: FID,
temperatura kolone: 210 °C,
temperatura detektorja: 260 °C,
temperatura injektorja: 250 °C,
pritisk v injektorju: 31,6 psi,
volumen injeciranja: 1,0 uL,
nosilni plini: He (preto¢nost 1 mL/min), N, (preto¢nost 45 mL/min), H, (preto¢nost
40 mL/min),

avtomatske pipete proizvajalca Eppendorf (Nemdija),

plinski kromatograf,

steklene viale s pokrovékom na navoj,

steklene viale za plinski kromatograf,

tehtnica,

vodna kopel,

metanol,

heptan,

benzen,
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e 2,2 dimetoksipropan in
e zveplova(VI)kislina (H2SO4) (98 %).

3.2 PROSTE MASOBNE KISLINE

Proste MK v vzorcih lahko izrazimo na ve¢ nacinov. Vse podatke pridobimo po enakem
postopku, razlikujejo se v konénem izracunu. Prvi nain je kislinsko S$tevilo, ki je
definirano kot Stevilo mg kalijevega hidroksida, ki je potrebno za nevtralizacijo prostih
MK v enem gramu olja. Drugi nacin je kislinska stopnja, ki pomeni $tevilo mL raztopine
kalijevega hidroksida, ki je potreben za nevtralizacijo prostih MK v 100 g preiskovanega
olja. Tretji nacin, S katerim izrazimo proste MK, je odstotek oleinske kisline, le ta se
zadnje Case najveckrat uporablja, zato smo se za tak nain podajanja rezultatov odlocili

tudi mi. Metoda dolo¢anja prostih MK je povzeta po ISO metodi (ISO 660).

Postopek:

V 200 mL erlenmajerico smo natehtali med 2,59 in 3,59 olja. Olju smo dolili 30 mL
zmesi etiletra in 96 % etanola (1:1), nato smo dodali nekaj kapljic indikatorja fenolftaleina.
Dobro smo premesali in titrirali z 0,1 M raztopino kalijevega hidroksida (KOH) do
barvnega preskoka. Pozorni smo bili, da je bila koli¢ina zmesi etiletra in etanola zmeraj
veéja vsaj za 20 % od koli¢ine porabljenega titranta. Proste MK (kot odstotek oleinske
Kisline) smo izracunali z naslednjo relacijo:

©)

V xc
% oleinske kisline = w—*KmOH x 282

V = poraba KOH [mL]
m = masa olja [g]
Ckon = koncentracija KOH [mol / L]

282 = molska masa oleinske kisline [g / mol]

Pribor, aparature in reagenti:
e erlenmajerica 200 mL,

e tehtnica,
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e Direta,
e 0,1 M raztopina KOH,
e zmes etiletra in 96 % etanola v razmerju 1:1 in

e fenolftalein.

3.3 PEROKSIDNO STEVILO

Peroksidno Stevilo smo dolocili po Wheelerjevi metodi (AOAC Official Method 965.33.
Peroxide value of oils and fats.,, 1999). Pri tem postopku jodidni ion reducira
hidroperoksidno skupino. Koli¢ina nastalega joda je sorazmerna koncentraciji peroksida.
Koli¢ino joda dolo¢imo s titracijo S Standardno raztopino natrijevega tiosulfata, ob katerem
uporabimo Skrobavico kot indikator. Celotno reakcijo lahko zapiSemo tako:

ROOH + 2H* + 2KI - I, + ROH + H,0 + 2K* (4)
I, + 2Na,S,0; — Na,S,0, + 2Nal (5)

Postopek :

V 100 mL erlenmajerico smo stehtali 2,5 g vzorca olja. Nato smo dodali 30 mL zmesi
ledocetne kisline in kloroforma v razmerju 3:2 (v:v). Vse smo dobro premesali, da se je
olje raztopilo, in dodali 0,2 mL nasicene raztopine kalijevega jodida. Po dodatku raztopine
kalijevega jodida smo erlenmajerico stresali eno minuto in dodali 20 mL destilirane vode
in 0,5mL 1% raztopine Skroba. Po dodani skrobovici smo takoj titrirali z 0,01 M
raztopino natrijevega tiosulfata do kon¢ne toc¢ke. Vzporedno s tem poskusom opravimo $e
slepi poskus, v katerem ravnamo enako, le da v tem primeru ne uporabimo vzorca olja. PS

smo izracunali z naslednjo relacijo:

pé = Viz — Vg xcx10° (6)

2*m

mmol O,
kg olja

PS = peroksidno $tevilo

Vvz = volumen raztopine 0,01 M Na,S,03 pri titraciji vzorca [mL]
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Vsl = volumen raztopine 0,01 M Na,S,03 pri titraciji slepega vzorca [mL]
m = masa vzorca [g]

¢ = koncentracija Na;S;03

mmol O,

—= mMnozimo Z 2
kg olja

k
- ‘; s tem da rezultate v

PS lahko izrazimo tudi v
kg olj

Pribor, aparature in reagenti:

e 100 mL erlenmajerica,

e ftehtnica,
e Direta,
e pipete,

e zmes ledocetne kisline in kloroforma v razmerju 3 : 2 (v:v),
e nasiCena raztopina kalijevega jodida (KI),
e 0,01 M raztopina natrijevega tiosulfata (Na,S,03) in

e Skrobovica.

3.4 p-ANIZIDINSKA VREDNOST

Za dolocitev p-AV smo modificirali po metodi vpisani v ¢lanku Direct olive oil anisidine

value determination by flow injection (Labrinea in sod., 2001).

Postopek:

V 25 mL merilno bucko smo natehtali 2 g olja na 0,1 g natan¢no. Merilno buc¢ko smo do
oznake napolnili z n-heksanom. Vzorce smo prelili v kvar¢ne kivete dimenzije 1 cm. Nato
smo izmerili absorbanco s spektrofotometrom, pri valovni dolzini 350 nm. Za slepi vzorec
smo uporabili n-heksan. Nato smo iz iste raztopine n-heksana in olja odpipetirali 5 mL v
50 mL erlenmajerico in dodali 1 mL raztopine p-anizidina, vse smo dobro premesali. Po
10 min smo izmerili absorbanco pri isti valovni dolZini, v treh ponovitvah. Za slepi vzorec
smo v tem primeru uporabili raztopino iz 5 mL n-heksana in 1 mL raztopine p-anizidina.
Raztopino p-anizidina smo pripravili tako, da smo 0,25 g p-anizidina raztopili v 100 mL
ledocetne kisline.

p-AV smo izracunali z naslednjo formulo:
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25 % (1,2 x As — Ab) (7)
m

p—AV =

Ab = izmerjena absorbanca mesanice olja in n-heksana
As = izmerjena absorbanca mesanice olja, n-heksana in p-anizidina po desetih minutah

m = masa vzorca (g)

Pribor, aparature in reagenti:
e spektrofotometer,
e kvarcne kivete,
e pipete,
e merilna bucka,
e erlenmajerica,
e tehtnica,
e n-heksan,
e ledocetna kislina in

e p-anizidin.

3.5 SHEMA POSKUSA SKLADISCENJA OLJA

5 mL vsakega vzorca olja smo odmerili v steklene viale in jih namestili v inkubator pri

vve

20 dneh skladiscenja in spremljali, kako se med skladi§¢enjem olja spreminja vsebnost

konjugiranih dienov in konjugiranih trienov, MK sestava olj ter vrednost AOP.

3.6 DOLOCANIJE KONJUGIRANIH DIENOV IN TRIENOV

pri 50 °C.

Postopek:
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Priblizno 15 mg olja smo zatehtali v 2 mL epruveto in dodali 1,5 mL 2-propanola. Vse smo
dobro premesali na vrtinéniku. Razred¢en vzorec (10-krat) smo spet prenesli v kvaréne
kivete dimenzije 1 cm in dolocili absorbanco. Absorbanco smo dolocili pri 232 nm za
konjugirane diene in pri 258, 268 in 279 nm za konjugirane triene. Spektrofotometer smo
umerili z 2-krat destilirano vodo. Za slepi vzorec smo vzeli 2-propanol.

postopali po enakem postopku kot je naveden za sveza olja, s to razliko, da smo pripravljen
vzorec razredéili 20-krat.

Rezultate smo predstavili kot specificno ekstinkcijo pri merjenih valovnih dolzinah.

E{'in232 = 72 ®)
E{%,258 = 3153 ®)
E1%,268 = 3163 (10)
E1%,279 = 3173 (1)

A = absorbanca pri merjeni valovni dolzini

Y = masna koncentracija olja v topilu 2-propanol [g / 100 mL]

d = dolzina kivete (1 cm)

Pribor, aparature in reagenti:

e tehtnica,
e pipeta,
e epruveta,

e vrtinéni mesalnik,
e kvaréna kiveta dimenzije 1 cm,

e spektrofotometer,
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e 2-propanolin

e dvakrat destilirana H-O.

3.7 DOLOCANIJE ANTIOKSIDATIVNEGA POTENCIALA Z DPPH RADIKALOM

Postopali smo po modificirani metodi (Prevc in sod., 2013).

Postopek:

Priblizno 15 mg olja smo stehtali v 2 mL centrifugirko in dodali 1,5 mL raztopine DPPH v
2-propanul. Nato smo vzorce dobro premesali na vrtincnem mesalniku in jih shranili v
temnem prostoru. Po 20 min smo vzorcem dolocili absorbanco pri 517 nm na
spektrofotometru, ki smo ga umerili z dvakrat destilirano vodo. Pri tej valovni dolzini ima
DPPH svoj absorbcijski maksimum. Poleg teh vzorcev smo pripravili Se slepi vzorec tako,
da smo 15 mg olja v centrifugirkah dodali se 1,5 mL 2-propanola. Referen¢ni vzorec je
bila raztopina DPPH v 2-propanolu. Tudi tem vzorcem smo dolocili absorbanco pri
517 nm. Absorbanco vseh vzorcev smo izmerili v polistirenskih kivetah (PS) za enkratno
uporabo s premerom 0,4 cm. Raztopino DPPH pripravimo tako, da DPPH raztopimo v 2-
propanolu in ima pripravljena raztopina absorbanco pri 517 nm nekoliko nad 1. DPPH se v
2-propanolu topi tezje, zato smo si pomagali tako, da smo raztopino za 10 min dali v
ultrazvocno kopel. DPPH raztopino smo vsak dan pripravili svezo in jo shranjevali v
100 mL bugcki oviti v aluminijasto folijo.

AOP smo predstavili kot stevilo mmol ulovljenega radikala DPPH na 1 L olja. Ve¢ja
vrednost za mnozino ulovljenega radikala DPPH na 1 L olja pomeni vecji AOP.

Pri izrac¢unu smo uporabili naslednje relacije:

0 /Lolja = NDPPH ulovljeni * 10° (12)
DPPH ulovljeni ) Vo % 10-6

AA * V. (13)
ExL
AA = Agp — Ay, + Ag (14)

NpppH ulovljeni =
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NoppH ulovijeni / L 0lja = mnozina ulovljenega radikala DPPH na 1 L olja [mmol/L]
NoppH ulovijeni = mMnozina ulovljenega radikala DPPH [mol]
V, = volumen olja [pL]
r = volumen olja + 2-propanola [L]
€ = molarni ekstinkcijski koeficient DPPH = 12000 [L/(mol cm)]
L = dolzina kivete = 0,4 cm
Agr = absorbanca referen¢nega vzorca pri 517 nm
A,; = absorbanca vzorca pri 517 nm

A = absorbanca slepega vzorca pri 517 nm

Pribor, aparature in reagenti:
e tehtnica,
e pipeta,
e 2 mL ependorferjeva centrifugirka,
e vrtinéni meSalnik,
e PS kiveta s premerom 0,4 cm,
e spektrofotometer,
e ultrazvocna kopel,
e 100 mL bucka,
e 2-propanol,
e DPPHin

e dvakrat destilirana H,O.

3.8 STATISTICNA OBDELAVA

Pri dologitvi prostih MK, PS, AOP in meritvah konjugiranih dienov in trienov smo vse
analize delali v dveh paralelkah. V treh paralelkah pa smo opravljali dolo¢itev MK sestave
in p-AV.
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Rezultate smo podali kot povpre¢ne vrednosti posameznega parametra. Pri vsakem
rezultatu smo podali tudi standardno deviacijo (SD), ki smo jo izracunali s sledeco
formulo:

(15)

op = _E-MZ

M = aritmeti¢na sredina
X = posamezne meritve

N = Stevilo meritev

Poleg SD smo podali tudi relativni standardni odmik (RSD) in sicer skupnega za vse
vzorce pri dolo¢itvi posameznega parametra. Izracunali smo ga s sledec¢o formulo:

(16)

RSD = * 100

Xpov

Xpov = povprecna vrednost meritev

S pomodjo linearne regresijske analize smo z metodo najmanjsih kvadratov preverili, ali

obstaja linearna zveza med nekaterimi parametri.

Pri vseh meritvah smo izvedli Duncenov test. Rezultate smo primerjali v dveh skupinah.

Prva skupina je zajemala 3 vzorce stiskane pri razliénih temperaturah (Oreh 30, Oreh 40 in

AB,C

Oreh 50). Te rezultate smo opremili z velikimi tiskanimi ¢rkami (™~~). Druga skupina so

bili vsi preostali vzorci stiskani pri 30 °C. Te rezultate smo opremili z malimi tiskanimi

a,b,c..

¢rkami (*7" ). Tisti rezultati, ki se med seboj statisticno ne razlikujejo, imajo poleg

vrednosti zapisane enake crke.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA

Vecina mascob je v nasi prehrani sestavljena iz 4 do 6 razliénih MK. Orehovo olje je po svoji MK sestavi
drugaéno od vecine rastlinskih olj. Najve¢jo vsebnost MK predstavlja linolna MK (C18:2), ki jo uvr§¢amo
med omega 6 MK. Te je priblizno 45 g/100 g olja; v nekaterih oljih se vrednost pribliza k 50 g/100 g olja
(olje , olje Oreh 40 in olje Oreh 50). Linolni kislini sledi oleinska kislina (C18:1), katere vrednost se giblje
med 21 g/100 g olja v olju Adams in 13 g/100 g v olju Lara. Na tretjem mestu je a-linolenska kislina (C18:3),
s priblizno 10 g/100 g olja, ki jo uvr§¢éamo med omega 3 MK. Preglednica 7 in

Preglednica 8 prikazujeta, da olja z ve¢ oleinske kisline vsebujejo manj a-linolenske. Tako
npr. olje Adams, ki ima najve¢ oleinske kisline, vsebuje najmanj a-linolenska. Povpre¢ni

RSD pri dolo¢itvi MK sestave je znasal 2,2 %.

Preglednica 7: Povpre¢ne vrednosti vsebnosti mas¢obnih kislin od C16:0 do C 18:1 v vzorcih sveZzega
orehovega olja.

Vsebnost MK [g/100 g olja]

vzorec: C16:0 SD C16:1  SD C180 SD C181 SD
Oreh 30 588" 0,11 0,122%° 0,003 2,02% 0,05 17,03" 0,37
Oreh 40 571 0,06 0,118° 0,003 2,03* 0,04 15,12° 0,17
Oreh 50 575% 0,07 0,135" 0,003 2,12% 0,05 17,44% 0,23
Adams 527" 0,15 0,000 0,000 2,02 0,05 21,10° 0,57
Mesan oreh 562 0,16 0,000 0,000 1,93° 0,06 16,50 0,42
Fernor 559 0,16 0,127 0,004 2,13 0,06 16,47 0,42
Lara 544" 0,16 0,000 0,000 2,22° 0,08 13.26" 0,37
Fernette 5,43 0,17 0,000 0,000 2,18 0,11 15,87% 0,55
Franquet 579° 0,05 0,150* 0,000 2,15 0,02 18,24 0,13
Mulina 0 529 0,18 0,131° 0,007 2,01 0,08 16,12°® 0,57
Mulina Il 522 0,12 0,000 0,000 1,79° 0,02 15,33% 0,32
Mulina IV 5,45 0,07 0,000 0,000 1,89 0,03 16,16°® 0,27
povpredje 554 0,22 0,065 0,069 2,04 013 16,55 1,90

Vrednosti z nadpisano malo érko (***

(p <0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi sortami olja), vrednosti z razli¢no nadpisano veliko ¢rko (
znotraj istega stolpca se med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi
temperaturami olja).

) znotraj istega stolpca se med seboj statisti¢no znaéilno razlikujejo
AB,C
=)

Preglednica 8: Povpreéne vrednosti vsebnosti mas¢obnih kislin od C18:2 do C 20:1 v vzorcih svezega
orehovega olja.

Vsebnost MK [g/100 g olja]

vzorec C18:2 SD C18:3 SD C20:0 SD C20:1 SD
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Oreh 30 49,0 1,0 9,71 0,18 0,083 0,001 0,203** 0,005
Oreh 40 49,0 05 12,28% 0,19 0,083* 0,001 0,195 0,004
Oreh 50 491" 03 10,46° 0,08 0,083* 0,003 0,204 0,005
Adams 455 13 8,56 0,30 0,081° 0,002 0,206° 0,006
Mesan oreh 46,0 1,3 9,70° 0,26 0,079™ 0,002 0,190™¢ 0,005
Fernor 46,1 1,1 8,59 0,19 0,078™¢ 0,002 0,187™* 0,004
Lara 475% 13 11,16° 0,34 0,087* 0,003 0,179* 0,005
Fernette 447 1,0 9,14° 0,09 0,075* 0,004 0,172° 0,008
Franquet 441 0,2 8,73 0,07 0,080° 0,001 0,195® 0,002
Mulina 0 449 14 8,95° 0,23 0,075* 0,003 0,190 0,007
Mulina II 432° 1.2 8,60° 0,37 0,069° 0,001 0,182°® 0,003
Mulina IV 448" 09 8,63 0,26 0,074 0,001 0,192 0,003
povpredje 462 2,0 954 1,20 0,079 0,005 0,191 0,010

Vrednosti z razli¢no nadpisano malo érko (*”+) znotraj istega stolpca se med seboj statisti¢no znagilno

razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi sortami olja), vrednosti z razli¢no nadpisano veliko
&rko (“B€) znotraj istega stolpca se med seboj statistiéno znacilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik med
razli¢nimi temperaturami olja).

Orehovo olje ima enega ustreznejSih razmerji med veckrat nenasi¢enimi omega 6 in
veckrat nenasi¢enimi omega 3 MK (oreh vsebuje najve¢ omega 3 MK med vsemi orescki).
To razmerje znasa priblizno 5 : 1. Tak$no razmerje je taks$no, kot ga v zadnjih Casih
priporoc¢ajo strokovnjaki (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004). Najboljse razmerje
dosega olje z oznako Oreh 40, ki ima razmerje pod 4 : 1. Zanimivo je, da razmerje pri olju
Oreh 30 in olju Oreh 50 ni tako dobro. To lahko nakazuje na to, da v teh treh oljih niso bile
uporabljene enake sorte orehov. Poleg olja Oreh 30 ima ustrezno razmerje $e olje Lara, kot
prikazuje Slika 5, kjer so podana razmerja omega 6 : omega 3 MK v vseh vzorcih nasih ol;.
Boljse razmerje je prikazano s temnejso zeleno barvo, slabse razmerje pa s temnejso rdeco
barvo. Najslabse razmerje so dosegli olje Adams (5,31 : 1), olje Fernor (5,36 : 1) in olje
Mulina 1V (5,19).

Med nasi¢enimi MK smo v svezem olju dolo¢ili palmitinsko kislino (C16:0) in stearinsko
kislino (C18: 0). Najvec¢ palmitinske kisline (5,88 g/100 g olja) smo dolo¢ili olju Oreh 30,
najmanj pa olju Mulina Il (5,22 g/100 g olja), kateremu smo dolo¢ili tudi najman;j$o
vsebnost stearinske kisline (1,79 g/100 g olja). V sledovih smo v vseh vzorcih olj zaznali
Se araSidno kislino (C:20:0), ki je nasi¢ena kislina in dve MUFA, gadoleinsko (C20:1) in
palmitoleinsko kislino (C16:1).
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Slika 5: Razmerje med veckrat nenasi¢enimi omega 6 in veckrat nenasiGenimi omega 3 mas¢obnimi
kislinami v vzorcih sveZega orehovega olja.

Odlocili smo se, da bomo preverili, kako skladi$¢enje olja pri 50 °C 20 dni v temi vpliva
na MK sestavo. Izbrali smo olje z najmanjSo in najvecjo vsebnostjo a-linolenske kisline.
Najmanj a-linolenske kisline smo dolo¢ili v olju Adams (8,56 g/100g). Najvec¢jo vsebnost
C18:3 smo dolocili v olju Oreh 40 (12,28 g/100g), vendar smo se odlocili za olje Lara, z
vsebnostjo C18:3 11,16 g/100g, ker za Olje 30, Olje 40 in Olje 50 ne vemo, iz katerih sort
orehov so bila pridobljena oz. za kak$no mesanico orehov gre. Olje Adams ima poleg
najmanj$e vsebnosti C18:3 MK tudi enega najslabs§ih AOP med vsemi olji, kar opisujemo
v enem izmed poglavij (glej poglavje 4.7). Nasprotno kot olje Adams, ima olje Lara dale¢

najboljsi AOP med vsemi analiziranimi orehovimi olji.

Preglednica 9: Primerjava mas¢obnokislinske sestave svezega orehovega olja Adams in Lara in olja, ki smo

Vsebnost MK [g/100g olja]
C16:0 sD C18:0 SD C181 SD Ci182 SD C18:3 SD
Adams sveze 527 0,15 2,02 0,05 21,1 0,57 4547 13 8,56 0,3
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Adams 20 dni 4,81 0,02 1,92 0,01 18,25 0,08 3541 0,15 575 0,04
Lara sveze 544 0,16 2,22 0,08 1326 0,37 4752 173 11,16 0,34
Lara 20 dni 576 0,9 2,55 0,04 13,19 0,16 4469 05 9,15 0,11

Preglednica 9 prikazuje MK, ki so najbolj zastopane v orehovem olju. Opazimo lahko, da
so v obeh staranih oljih signifikantno nizje vsebnosti nenasi¢enih MK. To smo pri¢akovali,
saj so nenasi¢ene MK veliko bolj obcutljive na oksidacijo od nasi¢enih. Kot prikazuje
Slika 6, se je vsebnost C18:3 MK zmanjsala za 33 % pri olju Adams in za 18 % pri olju
Lara. Manj je nenasi¢enih MK, nizje izgube belezimo. MK 18:2 se je v olju Adams
zmanjsala za 22 %, to je manj kot v primeru C18:3. Se manjsa je izguba oleinske Kisline
(18:1) pri olju Adams. Pri olju Lara lahko opazimo, da je vrednost oleinske kisline v
okviru eksperimentalne napake dolocitve ostala nespremenjena. Razmerje sprememb med
C18:1, C18:2in C18:3je 1 : 12,5 : 38, kar je podobno razmerju tvorbe peroksidov iz teh
MK, ki je 1:12: 25 (Hsieh in Kinsella, 1989).

Pri olju Lara je po 20 dnevnem skladis¢enju zanimivo povecanje nasi¢enih MK, Ki je pri
C:16 sicer manjSe od eksperimentalne napake dolocitve in znasa 6 %, pri C:18 pa znasa
15 % in je vecje od eksperimentalne napake dolocitve. Tega ne opazimo pri olju Adams,

Kjer se, tako kot za nenasi¢ene MK, pojavi signifikantno zmanjsanje vsebnosti teh MK.
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pri 50 °C glede na vrednosti v svezem olju.

Zaradi razli¢ne hitrosti razgradnje MK se s tem spremeni tudi pomembno razmerje med
omega 6 in omega 3 MK. Slika 7 prikazuje razmerja med omega 6 in omega 3 MK v
svezem olju in v staranem olju. Olje Lara, ki je imelo enega najboljsih razmerji v nasi
mnozici vzorcev (boljSe razmerje smo dolocili le v olju Oreh 40), je po 20 dneh ohranilo
razmerje pod priporo¢eno vrednostjo 5 (Referenéne vrednosti za vnos hranil, 2004).
Razmerje po 20 dneh (4,88) je v olju Lara celo boljse kot razmerje v sedmih svezih oljih

(Slika 5). V olju Adams se je slabo razmerje Se poslabsalo in doseglo vrednost 6,16.

V referen¢nih vrednostih za vnos hranil je, poleg razmerja med omega 6 in omega 3,
podano, da naj bi omega 3 MK zagotovile vsaj 0,5 % energijskih potreb. To pri porabi
2400 kcal znasa priblizno 1,3 g. Te potrebe zadovoljimo z 12 g svezega Lara olja ali 15 g
svezega Adams olja.

Orehova jedrca imajo med 67 % in 70 % mascobe (Gunstone, 2001), ¢e Zelimo zadostiti
potrebam po omega 3 MK, moramo zauziti 17 gramov orehov, Ce gre za tako kvalitetno

olje kot smo ga dolo¢ili pri Lara sveZzem olju.
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4.2 PROSTE MASCOBNE KISLINE

V vseh vzorcih svezega orehovega olja smo dolocili malo prostih MK, kar kaze na to, da
smo imeli ustrezno olje. Proste MK hitreje oksidirajo kot zaestrene MK, delujejo tudi kot
katalizatorji oksidacije zato stremimo k temu, da jih je v olju ¢im manj (Shahidi in
Wanasundara, 2008). Najmanj prostih MK smo dolo¢ili v olju Fernette, najve¢, za 81 %
veC kot pri Fernette, pa v olju MeSan oreh. Med razlicnimi sortami oreha Mulina nismo
opazili vec¢jih razlik, so pa razlike statisticno znacilne, kar prikazuje Preglednica 10.

Povprecni RSD pri dolo€itvi prostith maS€obnih kislin je 0,8 %.

Preglednica 10: Vsebnost prostin mascobnih kislin, podana kot % oleinske kisline, v vzorcih svezega
orehovega olja.

vzorec % oleinske Kisline [%] SD

Oreh 30 0,1233"° 0,0011
Oreh 40 0,1157% 0,0015
Oreh 50 0,1400° 0,0014
Adams 0,1041" 0,0000
Mesan oreh 0,1724% 0,0016
Fernor 0,1032" 0,0007
Lara 0,1128° 0,0000
Fernette 0,0946° 0,0008
Franquet 0,0971° 0,0015
Mulina 0 0,0971° 0,0017
Mulina Il 0,1213° 0,0017
Mulina IV 0,1305° 0,0005

Vrednosti z razli¢no nadpisano malo &rko (*"©*) se med seboj statisti¢no znagilno razlikujejo (p < 0,05;

znadilnost razlik med razli¢nimi sortami olja), vrednosti z razli¢no nadpisano veliko érko (“®) se med
seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med razliénimi temperaturami olja).

Majhne razlike, vendar statisticno znacilne, Smo opazili tudi pri oljih, ki so bila stiskana pri
razlini temperaturi. Vsebnost prostih MK smo izrazili v odstotkih podanih kot oleinska
kislina zaradi lazje primerjave z vrednostmi, katere doloc¢a zakon (Pravilnik o kakovosti
jedilnih rastlinskih olj jedilnih rastlinskih masteh in majonezi, 2009). Pravilnik (15. ¢len)
navaja, da sme jedilno nerafinirano olje vsebovati najve¢ 3 % prostih MK . Zanimivo je to,
da je ta meja postavljena tako visoko, ¢eprav v literaturi lahko zasledimo, da se sme olje
tolikokrat uporabiti za cvrtje, dokler proste MK ne presezejo meje 1% (Shahidi in

Wanasundara, 2008).Vsa nasa analizirana olja se uvrs¢ajo pod to mejo. Tudi v kategoriji
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rafiniranih rastlinskih olj (14. ¢len) naSa preiskovana olja ne presegajo meje, ki je

postavljena pri 0,3 % prostih MK podanih kot oleinska kislina.

4.3 PEROKSIDNO STEVILO

Peroksidno Stevilo nam pove, kolikSen je obseg nastalih primarnih produktov oksidacije v
olju. V 15. ¢lenu pravilnika (Pravilnik o kakovosti jedilnih rastlinskih olj jedilnih
rastlinskih masteh in majonezi, 2009) sme jedilno nerafinirano olje vsebovati najvec
10 mmol Oy/kg olja, 0z. 20 mekv/kg olja. Pod to mejo se uvrstijo vsa naSa olja, kar

prikazuje Preglednica 11.

Preglednica 11: Peroksidno $tevilo v vzorcih svezega orehovega olja.

vzorec PS [mekv /kg olja] SD PS [mmol Oy/kg olja]
Oreh 30 2,03" 0,01 1,01
Oreh 40 2,88° 0,07 1,44
Oreh 50 1,63 0,01 0,82
Adams 8,70° 0,09 4,35
Mesan oreh 6,06° 0,03 3,03
Fernor 8,08° 0,13 4,04
Lara 5,13° 0,01 2,57
Fernette 7,90° 0,02 3,95
Franquet 11,97* 0,20 5,99
Mulina 0 3,477 0,07 1,74
Mulina Il 1,88' 0,03 0,94
Mulina IV 1,49" 0,01 0,75

Vrednosti z razli¢no nadpisano malo ¢rko (*”“*) se med seboj statisticno znacilno razlikujejo (p < 0,05;
znatilnost razlik med razliénimi sortami olja), vrednosti z razli¢no nadpisano veliko érko (*) se med
seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05; znadilnost razlik med razli¢nimi temperaturami olja).

Dobre rezultate smo dobili pri oljih Mulina 0, Mulina Il, Mulina 1V, Oreh 30, Oreh 40 in
Oreh 50, v katerih je PS manjse od 4 mekv Ox/kg. Vsa analizirana olja imajo celo tako
nizko PS, da dosegajo standarde za rafinirana in hladno stiskana nerafinirana rastlinska
olja, ki postavljajo PS na najved 14 mekv O,/kg olja. Najslabse rezultate smo dobili pri
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oljih Adams, Fernor, Fernette in Franquet. Pri slednjem smo dolocili kar 8-krat vec
peroksidov kot pri olju Mulina IV. Povpreéni RSD pri dologitvi PS je znasal 1,1 %.

4.4 p-ANIZIDINSKA VREDNOST

Z sveza olja smo dolo¢ili tudi p-AV, ki nam pove, kolik§na vsebnost sekundarnih
produktov oksidacije, aldehidov je v olju, oziroma, v kolik§ni meri je v tem olju

napredovala oksidacija MK.

Preglednica 12: p-anizidinska vrednost v vzorcih svezega orehovega olja.

vzorec p-AV [/] SD

Oreh 30 2,085" 0,052
Oreh 40 1,825° 0,009
Oreh 50 2,256" 0,112
Adams 0,896" 0,035
Mesan oreh 1,352° 0,034
Fernor 1,893" 0,026
Lara 1,551° 0,062
Fernette 0,332" 0,011
Franquet 0,750° 0,018
Mulina 0 1,245° 0,062
Mulina Il 1,277% 0,000
Mulina IV 1,511¢ 0,017

Vrednosti z razli¢no nadpisano malo ¢rko (a,b,c...) se med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05;
znacilnost razlik med razli¢nimi sortami olja), vrednosti z razli¢no nadpisano veliko érko (A,B,C...) se med
seboj statisticno znacilno razlikujejo (p < 0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi temperaturami olja).

Povpre¢ni RSD pri dolocitvi p-AV je znasal 2,6 %. V kvalitetnih oljih naj bi p-AV znasala
manj kot 2 (Joki¢ in sod., 2014). Tej vrednosti se priblizajo olja Oreh 40 in Fernor. Oreh
30 in Oreh 50 sta to vrednost tudi presegla. NajboljSe rezultate je doseglo olje Fernette,
vendar tudi v tem olju nismo dolocili tako nizke vrednosti, kot so jo dolo¢ili Joki¢ in
sodelavci. p-AV, ki so jo dolo¢ili takoj po stiskanju njihovega olja, je znasala 0,08 (Joki¢
in sod., 2014). p-AV nasega olja nam torej lahko kazejo na to, da nismo delali s tako
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svezimi vzorci olja in da to olje vsebuje veliko aldehidov, ki so razgradni produkti

primarnih produktov oksidacije olja.

Najvec¢ aldehidov v naSih vzorcih nastane verjetno z razgradnjo linolne kisline, saj je te
MK v naSih vzorcih najve¢, kar 45 %. Aldehidi, ki so najverjetneje v najveéji kolicini
prisotni v naSih oljih so: pentanal, heksanal, 2-oktanal, 2-nonanal in 2,4-dekadienal, ki
nastanejo iz linolne kisline (Vidrih in sod., 2012).

45 TOTOX VREDNOST

Totox vrednost je indeks skupne primarne in sekundarne oksidacije olja, ki uposteva PS in
p-AV. Kljub temu, da se Totox vrednost pogosto uporablja zlasti v industriji, nima dobre
znanstvene podlage, saj v svojem izracunu upoSteva veC spremenljivk z razlicnimi
dimenzijami. p-AV kaze dolgotrajno oksidiranost olja, PS pa primarno oksidacijo. PS na
zacetku oksidativnega procesa narasca, kasneje pa s casom pada. Hidroperoksidi se namre¢
na zacetku oksidativnega procesa tvorijo veliko hitreje kot razpadejo. Spremljanje
hidroperoksidov skozi ¢asovno obdobje nam pokaze, ali so hidroperoksidi v narascajoci
fazi ali padajo¢i fazi nastajanja. Totox vrednost izratunamo s formulo (Shahidi in
Wanasundara, 2008):

Totox vrednost = 2 * PS + p — AV 17)

Preglednica 13: Totox vrednost v vzorcih svezega orehovega olja.

vzorec Totox vrednost [/] SD
Oreh 30 6,14 0,19
Oreh 40 7,59 0,22
Oreh 50 5,52 0,30
Adams 18,31 0,89
Mesan oreh 13,46 0,40
Fernor 18,04 0,54
Lara 11,81 0,49
Fernette 16,12 0,57
Franquet 24,69 1,00
Mulina 0 8,19 0,56
Mulina Il 5,05 0,07
Mulina IV 4,49 0,09
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Preglednica 13 prikazuje Totox vrednosti. Visoke vrednosti dosegajo olja z visokim PS, to
so olja Adams, Mesan Oreh, Fernor, Lara, Fernette in Franquet z najvisjo Totox vrednostjo
(Slika 8). Nizje Totox vrednosti dosegajo tista olja, ki imajo nizje PS, kot npr. Oreh 30,

Oreh 40, Oreh 50, Mulina 0, Mulina II in mulina I'V, ki ima najnizjo Totox vrednost.

Med p-AV in Totox vrednostjo ne opazimo takSne povezave kot med Totox vrednostjo s
PS (Slika 9). Tako lahko vidimo, da kljub visoki p-AV dosegajo nizko Totox vrednost olja
Oreh 30, Oreh 40, Oreh 50 in Mulina V. Dobro pozitivno linearno zvezo, med Totox
vrednostjo in PS za katero znaga koeficient determinacije, R?= 0,967, nam podaja Slika 10.
Slika 11 prikazuje odsotnost linearne zveze med p-AV in Totox vrednostjo, kjer je R? le
0,0525.
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Slika 8: Primerjava peroksidnega $tevila in Totox vrednosti v vzorcih svezega orehovega olja.
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Slika 10: Zveza med Totox vrednostjo in peroksidnim Stevilom v orehovem olju.
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Slika 11: Zveza med Totox vrednostjo in p-anizidinsko vrednostjo v sveZem orehovem olju.
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4.6 KONJUGIRANI DIENI IN TRIENI

4.6.1 Konjugirani dieni in trieni v sveZem olju

Preglednica 14: Konjugirani dieni, ki smo jih dolo¢ili pri valovni dolZini 232 nm in konjugirani trieni, ki smo
jih doloéili pri valovni dolzini 258 nm, 268 nm in 279 nm v svezem orehovem olju.

vzorec B 232 SD Eon 258 SD E 1en 268 SD E on 279 SD
Oreh 30 5,665 0,25 1,41%¢ 0,13 1,35" 0,14 1,222 0,12
Oreh 40 6,60" 0,49 1,56" 0,15 1,44* 0,15 1,29" 0,14
Oreh 50 5,47% 0,23 1,49" 0,12 1,43% 0,12 1,28* 0,11
Adams 8,88" 0,80 1,79 0,05 1,60 0,08 1,42* 0,08
Mezan oreh 7,14° 0,17 1,86™ 0,09 1,74*° 0,10 1,57 0,08
Fernor 9,08% 0,05 1,97% 0,09 1,80* 0,10 1,62% 0,08
Lara 9,06 0,14 2,06° 0,14 1,89* 0,15 1,72* 0,12
Fernette 8,76 0,73 1,72% 0,08 1,52°® 0,12 1,36 0,11
Franquet 8,78* 1,11 1,97* 0,14 1,75% 0,07 1,57 0,05
Mulina 0 6,10™ 0,29 1,53* 0,03 1,43% 0,04 1,29 0,03
Mulina 11 4,90 0,02 1,69 0,03 1,66 0,04 1,50 0,03
Mulina IV 466" 0,14 1,47° 0,06 1,43% 0,06 1,30 0,05

Vrednosti z razli¢no nadpisano malo érko (*"+) znotraj istega stolpca se med seboj statistiéno znagilno

razlikujejo (p < 0,05; znadilnost razlik med razli¢nimi sortami olja), vrednosti z razli¢no nadpisano veliko
&rko (“BC) znotraj istega stolpca se med seboj statisti¢no znagilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik
med razli¢nimi temperaturami olja).

Povpre¢ni RSD pri meritvi konjugiranih dienov in trienov je znasal 5,6 %. Zaradi velike
koncentracije PUFA v naSih vzorcih orchovega olja smo pricakovali ve¢jo vsebnost
konjugiranih dienov in konjugiranih trienov. Preglednica 14 prikazuje, da sSmo najmanjso

vsebnost konjugiranih dienov v svezih vzorcih olja dolocili v olju Mulina IV, kjer je

vrednost Eﬂ/ﬁn znaSala 4,66+0,14. Mulini 1V sledita Mulina 1, Oreh 50 in Oreh 30.
Najvecjo vsebnost konjugiranih dienov smo dolocili pri vzorcih Fernor (Eﬂ/ﬁn =9,08+0,05),

Lara (Effr’n =9,06£0,14), tesno jima sledijo Se Adams, Franquet in Fernette.

Ker konjugirani dieni predstavljajo primarne oksidacijske produkte PUFA, lahko iz

podatka o E1+ pri 232 nm sklepamo o visini P$ olja. Med konjugiranimi dieni in P$ naj bi

obstajala linearna pozitivna povezava (Shahidi in Wanasundara, 2008). To povezavo Smo

opazili tudi v nasem primeru, kot prikazuje Slika 12. Na sliki so z modro barvo oznacene
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vrednosti za konjugirane dene podane kot E}+ 232 in z rdego barvo vrednosti PS. Na sliki

lanko opazimo, da odstopata dve olji. Eno je olje Lara, ki ima manjse PS, kot bi ga lahko
pri¢akovali glede na vrednost konjugiranih dienov in drugo je olje Franquet, ki ima vecje
PS kot Fernette olje, Geprav imata olji v okviru eksperimentalne napake dologitve enako

vsebnost konjugiranih dienov.
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Slika 12: Primerjava vrednosti konjugiranih dienov in peroksidnega $tevila v vzorcih sveZega orehovega olja.
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Slika 13: Zveza med peroksidnim $tevilom in konjugiranimi dieni v svezem orehovem olju.

Slika 13 nam kaze, da je linearna povezava med konjugiranimi dieni in PS dobra
(koeficient determinacije, R? = 0,9515). Pri tem je potrebno poudariti, da ne gre za isto
olje, temve¢ za ve¢ razli¢nih sort orehovih olj, ki se med seboj razlikujejo po razli¢nih
parametrih, kar gotovo vpliva na vrednost izmerjene absorbance. Z linearno regresijsko
analizo smo dolocili parametre premice, ki jo prikazuje Slika 13. V analizo nista vkljuceni
prej omenjeni olji Fernette in Fernor. S pomocjo parametrov premice lahko podamo
slede¢o formulo, ki jo lahko uporabimo za izradun teoretiéne vrednosti PS v orehovih oljih,
kar pomeni, da si z metodo za dolocitev konjugiranih dienov lahko pomagamo tudi pri
dolocitvi hidroperoksidov v olju.

PS teoret = 1,7095 * E1% 232 — 7,0826 (18)
Vsebnost konjugiranih trienov, ki smo jih dolo¢ili v vzorcih svezega olja z merjenjem
absorbance pri valovnih dolzinah 258 nm, 268 nm in 279 nm, so bile v povprecju za 4-

do 5-krat manjse, kot vsebnost konjugiranih dienov. To je razvidno iz Preglednica 14.

Povpredje vrednosti Ej dolodenih pri 258 nm v vseh vzorcih olja znasa 1,7 (standardni

odklon je 0,2), pri 268 nm znasa E;., 1,6 (standardni odklon je 0,2) in pri 279 nm znasa

E1* 1,4 (standardni odklon je 0,2). NajniZje vrednosti pri vseh treh valovnih dolZinah smo

dolo¢ili pri olju Oreh 30, najvecje vrednosti pa je doseglo, prav tako pri vseh treh valovnih

dolzinah, olje Lara.
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Konjugirani trieni predstavljajo sekundarne produkte oksidacije, zato smo preverili ali
obstaja povezava med konjugiranimi trieni in p-AV. Z preiskovane vzorce svezega
orehovega olja nismo ugotovili povezave med konjugiranimi trieni in p-AV, saj se
koeficient determinacije giblje med 0,1353 in 0,1958, kot nam prikazujejo Slika 14, Slika
15 in Slika 16.
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Slika 14: Zveza med p-anizidinsko vrednostjo in konjugiranimi trieni, ki smo jih dolo¢ili pri valovni dolZini
258 nm v svezem orehovem olju.
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Slika 15: Zveza med p-anizidinsko vrednostjo in konjugiranimi trieni, ki smo jih doloéili pri valovni dolZini
268 nm v svezem orehovem olju.
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Slika 16: Zveza med p-anizidinsko vrednostjo in konjugiranimi trieni, ki smo jih dolo¢ili pri valovni dolZini
279 nm v svezem orchovem olju.

4.6.2 Konjugirani dieni in trieni v orehovem olju po skladis¢enju 20 dni

Vsebnost konjugiranih dienov in konjugiranih trienov smo dolo¢ili tudi v oljih po

skladis¢enju 20 dni pri temperaturi 50 °C v temi. Rezultate podaja Preglednica 15. Najve¢

konjugiranih dienov smo dolocili pri olju Oreh 30 (Eﬂ/‘r’n = 24,3). Najmanjso vsebnost
konjugiranih dienov smo dolo¢ili pri olju Mulina Il (Effr’n = 17,8). Povprecna vrednost za

El%

1m V vseh oljih znasa 22 (standardni odklon znasa 2). Poleg Mulina II so se pod

povpre¢no vrednostjo uvrstili Se: olji sorte Mulina (0 in 1V), olje Fernette in olje MeSan

oreh. Vse tri sorte Mulina olja so tudi edini vzorci, katerih Eﬂ/‘r’n ni presegla vrednosti 20.

Povpre¢no se je vsebnost konjugiranih dienov v vseh vzorcih povecala za 325 %, kot
prikazuje Slika 17. Vsebnost se je najbolj povecala pri tistih vzorcih, Kjer so sveza olja
imela najmanj$o vsebnost konjugiranih dienov, ¢ez 400 % povecanje lahko tako opazimo v
oljih Mulina IV (428 %), Oreh 50 (444 %) in Oreh 30 (429 %). Najmanj (za dobrih 250 %)
se je vsebnost povecala pri oljih Fernette (249 %), Franquet (255 %), Lara (260 %), Adams
(261 %) in Fernor (263 %). Pri vseh teh oljih smo v svezih vzorcih dolo€ili najvecje

vsebnosti konjugiranih dienov.
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Preglednica 15: Konjugirani dieni, ki smo jih dolo¢ili pri valovni dolZini 232 nm in konjugirani trieni, ki smo
jih doloéili pri valovni dolzini 258 nm, 268 nm in 279 nm v orehovem olju po skladi$¢enju 20 dni pri 50 °C.

— Ein232 op Ein258 op Ein268 op) Ein279 op
Oreh 30 24,31™ 0,12 347" 0,21 3,20 0,21 2,86"* 0,19
Oreh 40 24,04 1,14 3,40 0,18 3,11* 0,17 2,81% 0,15
Oreh 50 24,29" 0,34 3,22 0,04 2,93* 0,04 2,64% 0,04
Adams 23,18" 1,69 3,02° 0,09 2,75° 0,06 2,49 0,06
Mesan oreh 21,01 0,29 1,62 0,00 1,26* 0,01 1,13* 0,01
Fernor 23,85° 1,87 1,76% 0,17 1,36 0,14 1,23* 0,13
Lara 23,51* 0,82 1,90° 0,12 1,50° 0,10 1,36° 0,10
Fernette 21,85 1,35 1,69 0,11 1,32% 0,09 1,17 0,08
Franquet 22,36 0,83 1,74% 0,06 1,35 0,05 1,23% 0,04
Mulina 0 18,69% 0,04 1,33 0,02 1,00? 0,02 0,88° 0,03
Mulina Il 17,77° 0,99 2,88° 0,36 2,69° 0,39 2,38° 0,34
Mulina IV 19,95°° 3,43 2,78° 0,32 2,54° 0,25 2,27° 0,23

Vrednosti z razli¢no nadpisano malo &rko (*”*) znotraj istega stolpca se med seboj statistiéno znagilno

razlikujejo (p < 0,05; znadilnost razlik med razli¢nimi sortami olja), vrednosti z razliéno nadpisano veliko ¢rko
(*B©) znotraj istega stolpca se med seboj statistiéno znacilno razlikujejo (p < 0,05; znaGilnost razlik med
razli¢nimi temperaturami olja).
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Slika 17: Sprememba vsebnosti konjugiranih dienov v orehovih oljih po skladiséenju 20 dni pri 50 °C glede
na vrednost v svezem orehovem olju.
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Med vsebnostjo konjugiranih dienov po skladis¢enju 20 dni in vsebnostjo PUFA v svezih

oljih smo zasledili pozitivno zvezo (R* = 0,519), kar nam kaze Slika 18. Slab3a je

povezava med vsebnostjo konjugiranih trienov in vsebnostjo PUFA (R? = 0,218).

62

PUFA [%]
o1 (@3] (o]
(o)} o o

(6]
N

52

o*
R4
o®
o
o
oot
o

o
.
.
ot

o
.

o
.
o

50
15,00

17,00 19,00 21,00

E,on1%232

23,00 25,00

Slika 18: Odvisnost vsebnosti konjugiranih dienov po skladis¢enju 20 dni in vsebnostjo PUFA v svezih oljih

Najvec¢jo vsebnost konjugiranih trienov smo dolo¢ili v olju Oreh 30, pri vseh valovnih

dolzinah. Najmanj$o vsebnost konjugiranih trienov pri vseh treh valovnih dolzinah pa je
imelo olje Mulina 0. Povprec¢je vrednosti Eﬂ/fn vseh olj, ki smo jih dolo¢ili pri valovno

dolzini 258 nm, znasa 2,4 (standardni odklon 0,8), pri valovni dolzini 268 nm znaSa

2,1 (standardni odklon 0,8) in pri valovni dolzini 297 nm znaSa 1,9 (standardni odklon

0,8). Slika 19 prikazuje Eiz/fn v svezih in skladis¢enih oljih. S ¢rtnim polnilom SO oznacene
vrednosti Eiufm za sveza olja, z barvnim polnilom pa vrednosti za starana olja. Slika 19 nam

kaze, da smo v nekaterih oljih dologili vegje vrednosti Eqy, v svezih vzorcih olja kot po

skladis¢enji 20 dni pri 50 °C. Ta olja so MeSan oreh, Fernor, Lara, Fernette, Franquet in

Mulina O.
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Slika 19: Primerjava vsebnosti konjugiranih trienov v svezih orehovih oljih in orehovih oljih, ki smo jih
skladis¢ili 20 dni pri 50 °C.
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Slika 20: Sprememba vsebnosti konjugiranih trienov v orehovih oljih po skladi§¢enju 20 dni pri 50 °C glede
na vrednost v sveZzem orehovem olju.
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V povprecju se je vsebnost konjugiranih trienov povecala za 139 % prvotne vrednosti. V

vseh oljih (razen v olju Adams) se je Eir dolodena pri valovni dolzini 258 nm povecala v

vedji meri kot E ., ki smo jo dologili pri 268 nm in 279 nm.

Produkti sekundarne oksidacije (konjugirani trieni) med staranjem nastajajo ve¢ kot 2-krat
pocasneje kot produkti primarne oksidacije (dieni), ki so se, kot smo Ze omenili, v 20-

dnevnem skladiscenju pri 50 °C povecali za 325 %.

Ob primerjavi vrednosti, ki jih podaja Preglednica 15, lahko razberemo, da razli¢na

temperatura pri stiskanju olja (30, 40 ali 50 °C) nima vpliva na tvorbo produktov primerne

(konjugirani dieni) in sekundarne oksidacije (konjugirani trieni), saj se Eﬂ/fn vrednosti za

olja Oreh 30, Oreh 40 in Oreh 50 med seboj signifikantno ne razlikujejo.

4.6.3 Teoreti¢na vrednost peroksidnega Stevila v olju po skladisé¢enju 20 dni

S pomo¢&jo parametrov premice, ki opise linearno zvezo med PS in vsebnostjo konjugiranih
dienov v olju (Ena¢ba 15), lahko iz vrednosti za konjugirane diene v olju, ki smo ga
skladis¢ili 20 dni pri 50 °C (glej poglavje 4.6.2), izra¢unamo teoretiéno vrednost PS v teh
vzorcih. Za izraGun vrednosti PSieoret iz konjugiranih dienov smo se odlo¢ili, ker nismo
PSteore. V' 15. ¢lenu pravilnika (Pravilnik o kakovosti jedilnih rastlinskih olj jedilnih
rastlinskih masteh in majonezi, 2009) sme jedilno nerafinirano olje vsebovati najve¢
10 mmol O,/kg olja, oziroma 20 mekv O,/kg olja. Prav vsa nasa starana olja so presegla z
zakonom dovoljeno mejo (na sliki oznacena z rdeco barvo) in zaradi tega niso primerna za
prodajo ali uzivanje. Ti rezultati nakazujejo na to, da orehovo olje ni primerno za daljse
skladis¢enje. V najmanj$i meri so presegla mejno vrednost 20 mekv/kg vsa olja sorte
Mulina (Mulina 11, PSieoret = 23 mekv/kg, mulina IV, PSiorer = 27 mekv/kg in Mulina 0,
PSteoret = 25 mekv/kg).
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Slika 21: Teoreti¢na vrednost peroksidnega Stevila v orehovih oljih, ki smo jih skladis¢ili 20 dni pri 50 °C.
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4.7 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL OREHOVIH OLJ

Antioksidanti so pomembna sestavina olj, saj vplivajo tako na prehransko vrednost, kot
tudi na oksidativno stabilnost olj. AOP smo dolo¢ili vsem vzorcem svezega orchovega
olja. Poleg tega smo zeleli ugotoviti, kako se AOP olja spreminja med skladisS¢enjem. Zato
smo dolocili AOP po 10, 15 in 20 dneh skladiS¢enja pri 50 °C. AOP smo doloc¢ili z metodo
lovljenja DPPH radikala in izrazili kot mmol ulovljenega radikala DPPH na 1 L olja. Vecjo
mnozino DPPH radikala zmorejo antioksidanti v 1 L olja onesposobiti oz. uloviti, ve¢ji je

AOP olja.

v

50 °C.

Vzorec AOP [mmol DPPH/L]
Cas skladis¢enja
(dan) 0 SD 10 SD 15 SD 20 SD

Oreh 30 0,506"* 0,013 0,208"° 0,029  0,177°%%*" 0,033 0,156 0,030
Oreh 40 0,466" 0,025 0,171% 0,001 0,132% 0,003 0,117 0,006
Oreh 50 0,501* 0,001 0,243* 0,026 0,157* 0,019 0,111* 0,007
Adams 0,531° 0,002 0,130° 0,008 0,117%** 0,015 0,089 0,009
Mesan oreh 0,814° 0,010 0,135° 0,004 0,128 0,037 0,117% 0,008
Fernor 0,632° 0,029 0,138 0,017 0,105" 0,006 0,086° 0,006
Lara 1,130* 0,083 0,180 0,036 0,132%¢" 0,015  0,109%* 0,009
Fernette 0,474° 0,088 0,166 0,010 0,102 0,004 0,083 0,001
Franquet 0,610° 0,009 0,182 0,025 0,134® 0,005 0,118% 0,026
Mulina 0 0,455° 0,021 0,156 0,013 0,143*" 0,026 0,132* 0,005
Mulina Il 0,491° 0,055 0,286% 0,029 0,156*" 0,009 0,143 0,024
Mulina IV 0,498% 0,052 0,197% 0,027 0,145* 0,005 0,121* 0,001

Vrednosti z razli¢no nadpisano malo érko (*”+) znotraj istega stolpca se med seboj statistiéno znagilno

razlikujejo (p < 0,05; znaédilnost razlik med razli¢nimi sortami olja), vrednosti z razli¢no nadpisano veliko
&rko (“BC) znotraj istega stolpca se med seboj statisti¢no znagilno razlikujejo (p < 0,05; znagilnost razlik
med razli¢nimi temperaturami olja).

Povpre¢ni RSD pri meritvi AOP je znasal 8,8 %. Med svezimi olji ima najvecji AOP olje
Lara (1,130 mmol DPPH/L), ki ima skoraj 2-krat vecji AOP kot povprecje vseh olj, ki
zna$a 0,59 mmol DPPH/L (Preglednica 16). Najmanjsi AOP smo dolo¢ili olju Mulina 0
(0,455 mmol DPPH/L), ki ima kar za 2,5- krat manjsi AOP kot olje Lara. Po desetih dneh
skladis¢enja pri 50 °C se je vsem oljem, ki so imela AOP v svezem olju vi§ji od povpreéja

(0,59 mmol DPPHI/L), le ta zmanjsal pod povpre¢no vrednostjo, ki znasa 0,183 mmol/L.
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Najvecji AOP smo po desetih dneh doloc¢ili olju Mulina 11 (0,286 mmol DPPH/L), najnizji
pa olju Adams (0,130 mmol DPPH/L). Po 15 dneh skladis¢enja olja se je povprecna
vrednost AOP znizala na 0,14 mmol DPPH/L. Pri 20 dneh skladis¢enja je povpreéni AOP
vseh olj znasal 0,115 mmol DPPH/L, kar je ve¢ kot petkrat manj kot v svezih vzorcih olja.
Najvi§ji AOP smo, prav tako kot pri ¢asu 15 dni, dolo¢ili v olju Oreh 30
(0,156 mmol DPPH/L). Najnizjo vrednost smo ponovno dolocili v olju Fernette
(0,083 mmol DPPH/L).

........

skladisc¢enja je razmerja 2,2, pri oljih po 15 dneh znasa 1,7 in pri oljih po 20 dneh je 1,9. V
celotnem obdobju skladis¢enja lahko opazimo, da se to razmerje giblje okoli vrednosti 2.

Olje, ki se je vsakokrat najbolj priblizalo povpre¢nim vrednostim, je bilo olje Franquet. Pri
nekaterih oljih lahko opazimo, da se njihova vrednost glede na povpre¢no vrednost
povecuje. To so olje Oreh 30, ki ima zadnje tri meritve krepko nad povprec¢nimi, olje Oreh
40 in olje Mulina 0. Adams olje in Fernette olje sta edini med olji, ki sta pri vseh meritvah

imela svoj AOP bistveno nizji od povpre¢nega.

Po prvih 10 dneh skladis¢enja pri 50 °C so olja v povpre¢ju izgubila dve tretjini svoje
vrednosti AOP, kot nam kaze Slika 22 in imela le 35,5% prvotne vrednosti AOP.
Povpre¢na vrednost AOP se v nadaljnjih 5 dneh zniza za 10 % prvotne vrednosti in v
zadnjih 5 dneh skladis¢enju Se za 5 % prvotne vrednosti. Po 20 dneh dosegajo olja v
povprecju le 21 % prvotne AOP vrednosti. Pri oljih Oreh 30, Mulina 0 in Mulina Il se je po

dvajset dnevnem skladis¢enju ohranilo najve¢ AOP (priblizno 30 %) prvotne vrednosti.

Najmanj se je po 10 dneh znizal AOP tistim oljem, ki so imele izmerjen AOP v svezem
olju niZji od povprecja. To so olja Mulina II, ki mu je AOP padel na 58% prvotne
vrednosti, olje Oreh 50, s padcem AOP na 48 % prvotne vrednosti, olji Oreh 30 in Mulina
IV, katerih vrednost je padla na priblizno 40 %. Pri vseh teh oljih se je AOP ohranil v
najvecji meri pri Cisto vseh meritvah. Najbolj se je AOP znizal, torej najmanj glede na
prvotno vrednost ohranil, pri tistih oljih, ki so na zacetku imela velik AOP. To so olja
Mesan oreh, Fernor in Lara. Po 20 dneh AOP pri olju Mesan oreh znasa 14 %, pri olju

Lara pa le 9 % prvotne vrednosti.
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Kot receno, pade AOP med skladis¢enjem prvih 10 dni v povpreéju za 66 %, glede na
zaCetno vrednost. V naslednjih 10 dneh (od 10. do 20. dne skladis¢enja) pade vrednost
AOP glede na meritev pri 10. dnevu skladisc¢enja Se za 30 %, kot prikazuje Slika 23 . Tem

povpre¢nim vrednostim se najbolje priblizna olje Franquet.

Med AOP vseh svezih vzorcev in vrednostmi p-AV, Totox in PS nismo nasli nobene
povezave. Prav tako nismo nasli nobene povezave med AOP v olju skladis¢enem po 10, 15
in 20 dneh in PUFA vsebnostjo ali p-AV v svezih oljih. Najboljso, vendar kljub temu slabo
negativno zvezo, smo zasledili med AOP po 20 dnevnem skladis¢enju in PS (R? = 0,647)

oziroma Totox vrednostjo (R? = 0,649) za sveza olja, kot prikazuje Slika 24.

AOP glede na prvotno vrednost [%]
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Slika 22: Antioksidativni potencial orehovih olj glede na prvotno vrednost za posamezno ¢asovno obdobje
skladis¢enja pri 50 °C .
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Slika 23: Sprememba antioksidativnega potenciala orehovih olj med posameznimi ¢asovnimi obdobji

skladis¢enja pri 50 °C glede na prej$njo vrednost.
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Slika 24: Odvisnost AOP po 20 dnevnem skladi$éenju od Totox vrednosti svezih orehovih olj
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5

SKLEPI

Na podlagi rezultatov smo prisli do naslednjih sklepov:

Vzorci orehovega olja imajo v svoji MK sestavi najve¢ linolne kisline (povpre¢no
46 g/100 g olja), oleinske kisline (povpre¢no (16,6 g/100 g olja) in a-linolenske
kisline (9,50/100 g olja); za zadovoljitev potreb po omega 3 MK je potrebno
zauziti med 17 g in 33 g orehov na dan; razmerje med omega 6 in omega 3 MK
znasa 0od 4,0 do 5,4, ki se po skladis¢enju 20 dni pri 50 °C v temi poslabsa in znasa
od 5 do 6.

Vsa analizirana olja imajo dovolj nizko kislinsko stopnjo, katere najvisja vrednost
je za nerafinirana olja dolo¢ena kot 3 % prostih MK, podanih kot oleinska kislina.

Olja ne presezejo niti meje 0,3 %, ki je dolo¢ena za rafinirana olja.

Najvedja dovoljena vrednost za PS za hladno stiskana nerafinirana olja
(14 mekv/kg) ni bila presezena v nobenem vzorcu svezega olja; med nasimi vzorci

orehovega olja smo dolo¢ili najvedjo vrednost za PS 12 mekv/kg.

p-AV, Ki je pokazatelj prisotnih aldehidov (sekundarnih produktov oksidacije), se
je v nekaterih oljih nad vrednostjo 2, kar je meja med kvalitetnimi in nekvalitetnimi
olji.

K indeksu skupne oksidacije olja (Totox vrednost) je najveé prispevalo PS. Med PS
in Totox vrednostjo smo opazili dobro pozitivno linearno zvezo, ¢esar ne moremo

re¢i za zvezo med Totox vrednostjo in p-AV.

Med PS in konjugiranimi dieni obstaja pozitivna linearna povezava; med
konjugiranimi trieni in p-AV ni povezave; po skladis¢enju 20 dni pri 50 °C v temi
je teoretiéna vrednost PS v vseh vzorcih olja presegla dovoljeno mejo 20 mekv/kg
(nerafinirana rastlinska olja), oziroma 14 mekv/kg (hladno stiskana nerafinirana

olja in rafinirana rastlinska olja).

Povpre¢no smo v oljih dolocili §tiri do petkrat ve¢ konjugiranih dienov, kot
konjugiranih trienov. Vsebnost konjugiranih dienov je po skladis¢enju 20 dni pri
50 °C v temi narasla za 250 % do 400 %. Vsebnost konjugiranih trienov je po
skladis¢enju v nekaterih oljih padla, pri nekateri pa narasla; vsebnost konjugiranih
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dienov po 20 dnevnem skladi$¢enju je v splosnem vecja v oljih z ve¢ PUFA; med

PUFA in konjugiranimi trieni v oljih po skladis¢enju je povezava precej slabsa.

- Vsi vzorci svezega olja so pokazali AOP, ki pa se je med vzorci razlikoval tudi za
faktor 2,5. Po skladis¢enju 10 dni pri 50 °C v temi izgubijo olja 2/3 svojega AOP.
Po skladis¢enju 20 dni pri 50 °C v temi ohranijo olja 1/5 svojega prvotnega AOP.
Najmanj AOP je ohranilo olje Lara (le 9 % prvotne vrednosti), najve¢ pa se ga je
ohranilo pri oljih Oreh 30, Mulina 0 in Mulina Il (priblizno 30 % prvotne
vrednosti). Med zmanj$anjem AOP po skladis¢enju in PS oziroma Totox
vrednostjo svezih olj je povezava. Med zmanjSanjem AOP in PUFA 0z. p-AV

svezih olj ni povezave.
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6 POVZETEK

V magistrski nalogi smo analizirali 12 vzorcev orehovega olja. Vsi vzorci olja so bili
stiskani pri 30 °C, razen dveh vzorcev, katerih temperatura stiskanja je bila 40 °C in 50 °C.
Vsem vzorcem smo dolo¢ili mas¢obnokislinsko (MK) sestavo na plinskem kromatografu.
Vzorcem smo dolo¢ili tudi vsebnost primarnih in sekundarnih produktov oksidacije ter
antioksidativni potencial (AOP). Pri vseh vzorcih olja smo izvedli poskus skladi$cenja olja,
tako, da smo vzorce olja hranili v inkubatorju pri 50 °C 20 dni. Med skladis¢enjem smo
dolocali spremembo AOP, na koncu skladiSCenja pa Se vsebnost konjugiranih dienov in

konjugiranih trienov.

V okviru magistrske naloge smo zeleli, poleg nekaterih zgoraj navedenih kemijskih
lastnosti orehovega olja, dolo¢iti tudi vpliv sorte ha omenjene lastnosti olja. Predvsem smo
zeleli najti povezave med parametri oksidacije olj, njihovo MK sestavo in AOP olja. MK
sestava olj se glede na sorto bistveno ni razlikovala. Najvecjo vsebost predstavlja C18:2
MK, ki jo uvrs¢amo med omega 6 MK, te je v povprecju v nasih vzorcih 46,2 g/100 g olja.
Razmerje med omega 6 in omega 3 MK je v vecini vzorcev dobro (pod priporo¢enih 5:1).
Nad to mejo so se uvrstili trije vzorci olja (Adams, Fernor, in Mulina 1V). Po 20 dneh
inkubacije smo MK sestavo dolocili vzorcema Lara, ki je imel eno najvecjih vsebnosti
C18:3 omega 3 MK in Adams z najmanj C18:3 MK. V obeh vzorcih se je MK sestava
spremenila, najve¢ v primeru PUFA. Pri olju Lara je prislo do pretvorbe MK C18:1, C18:2
in C18:3 v skoraj v razmerju (1:12,5:38), ki je blizu tistemu, ki ga navaja teorija (1:12:25)
(Hsieh in Kinsella, 1989).

Proste MK in PS, kot pokazatelja primarnih produktov oksidacije, v svezih vzorcih nista
presegla z zakonom dovoljenih vrednosti. p-AV, s katerim dolo¢amo sekundarne produkte
oksidacije, naj bi v kvalitetnih oljih znasal pod 2 (Joki¢ in sod., 2014). Nad to mejo sta se
uvrstila dva vzorca olja Oreh 30 in Oreh 50, vendar sta kljub temu oba vzorca imela nizko
Totox vrednost, zaradi zelo nizkega PS. Za sveZa olja smo med Totox vrednostjo in PS
nasli dobro linearno pozitivno zvezo. Prav tako za sveza olja smo dobro povezavo dolo¢ili

tudi med parametroma primarne oksidacije, to je med PS in konjugiranimi dieni.
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Nasprotno, pa je bila zveza med parametroma sekundarne oksidacije, to je med p-AV in

konjugiranimi trieni, slaba.

Poskus skladisc¢enja olj pri 50 °C je pokazal, da so vzorci olja najve¢ AOP izgubili med
prvimi desetimi dnevi skladis¢enja, AOP je v povpre¢ju padel za ve¢ kot 65 %, v drugi
polovici skladis¢enja (naslednjih 10 dni) pa Se za dodatnih 30 %. Rezultati kazejo, da je
padec AOP po 20 dneh skladii¢enja v povezavi s PS oziroma Totox vrednostjo sveZega
olja, ni pa padec AOP, kljub nasprotnemu predvidevanju, v nobeni povezavi z vsebnostjo
PUFA. Tudi med temperaturo stiskanja in AOP nismo nasli nobene zveze, kot smo

predvidevali v eni izmed hipotez.

Med 20 dnevnim skladis¢enjem je vsebnost konjugiranih dienov narasla od 250 % do
400 %. Glede na izratunano teoreti¢no vrednost PS so taka olja neprimerna za prehrano,
saj je teoreti¢na vrednost PS v vseh vzorcih presegla mejno dovoljeno vrednost (20
temperaturi, ki je znatno vis§ja od temperature, ki se obi¢ajno uporablja za skladiscenje,
zaradi Cesa je oksidacija nenasi¢enih MK potekala znatno hitreje. Na splosno je bila

vsebnost konjugiranih dienov po 20 dnevnem skladis¢enju vecja v oljih z ve¢ PUFA.

Da je orehovo olje zelo hitro pokvarljivo so dokazali ze z Rancimat metodo, kjer so
dolocili obstojnost orehovega olja le 20 dni (Kochhar in Henry, 2009). Najboljsa oblika
uzivanja orehovega olja je, da zauZijemo sveze orehe, ¢e Zelimo ohraniti ¢im ve¢ omega 3

viv e

ustrezni embalazi, ki preprec¢i dostop svetlobe in v atmosferi brez kisika.
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