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Al Namen magistrske naloge je primerjava plodov oljke in oljcnega olja iste sorte ter
ugotoviti razlike med sortami na Goriskem obmocju. Pri analizah smo uporabili pet
razli¢nih sort: Drobnico, Crnico, Belico, Leccino in Bugo. Plodovom oljke smo
dolocili vsebnost vode in mascobe. Skladno z jesenskim dezevjem v letu 2013 smo
dolocili povecano vsebnost vode in posledicno niZjo oljevitost. Tako plodovom kot
tudi olju smo doloc¢ili mas¢obno kislinsko sestavo in po pri¢akovanjih dolocili
najvisjo vsebnost oleinske kisline. Vzorcem olja smo dolocili tudi proste mas¢obne
kisline (FFA) in peroksidno $tevilo (PS) ter potrdili, da je olje kakovostno in da
spada v kategorijo ekstra devisko oljcno olje (EDOO). S pomocjo etanolnih
ekstraktov oljk in metanolnih ekstraktov olja smo dolo¢ili fenolne spojine (FS) s
Folin-Ciocalteu reagentom (FC) in antioksidativno uéinkovitost (AU) z DPPH-
metodo. Ugotovili smo, da se vsebnost FS s predelavo za isto sorto oljke in olja
spreminja, olja vsebujejo znatno manj FS. Vsem vzorcem smo dolocili AU, vendar
je tudi AU odvisna od sorte. Pri analizi dielektri¢nih lastnosti oljk smo ugotovili, da
plodovi oljke odrazajo bolj prevodnost kot dielektricnost in, da je specifi¢na
elektricna prevodnost zmletega mesa plodov odvisna od sorte oljk. Dielektri¢ne
konstante mesa plodov z uporabljeno opremo ni bilo mogoce dolo¢iti. Dielektricna
konstanta oljcnega olja je pri frekvencah do 1000 Hz najviSja in se znizuje z
narasc¢ajoco frekvenco, medtem ko specificna elektricna prevodnost olja z
narascajoCo frekvenco narasca. Pri 20 °C smo dolocili dielektricno konstanto
olj¢nega olja med 3,0692 in 3,1111 ter prevodnosti pri 400 Hz med 0,034 in 1,700
S/m.
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The purpose of the master's thesis is to compare olives and olive oil of the same
species and to identify the differences between species in the Goriska region. In the
analysis we used five different olive spices: Drobnica, Crnica, Belica, Leccino and
Buga. For each olive we determined the content of water and fat. In accordance
with the rains in autumn 2013 we defined the increased water and consequently the
lower oil content. We also determined fatty acid composition and as expected we
established the highest oleic acid content for all olive fruits and olive oil. For
various olive oil samples we determined free fatty acids (FFA) and the peroxide
value (PV). We confirmed that the oil is of high quality and belongs in the category
of extra virgin olive oil (EDOO). With ethanol extracts of olives and methanol
extracts of olive oil we determined the total phenols with the Folin-Ciocalteu (FC)
reagent and antioxidant capacity (AC) with DPPH- method. We have established
that the level of phenols while processing the same spices of olive and olive oil,
changes, while the oils contain significantly less SF. For each sample we defined
the antioxidant level; however the antioxidant capacity depends on the spices of
olive tree. When analyzing the dielectric properties of olive fruits, we established
that olive tree fruits reflect more conductivity than permittivity and that the specific
electrical conductivity of the pulverized olive fruits depends on the olive tree
species. We could not specify the dielectric constant of pulverized olives with the
used equipment. The dielectric constant of olive oil is at its maximum at
frequencies up to 1000 Hz and decreases with the increasing frequencies. The
specific electrical conductivity of olive oil on the other hand, increases with the
increasing frequency. We determined the dielectric constant of olive oil at 20 °C. It
was between 3,0692 and 3,1111, while the conductivity was between 0,034 and
1,700 S/m at 400 Hz.
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in35°C

Priloga D: Specifi¢na elektri¢na prevodnost vzorcev olja v odvisnosti od frekvence
pri 20 °C in 35 °C
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1 UVOD

Oljka je tipi¢na sredozemska kultura in ena najstarejSih gojenih dreves, ki jo je ¢lovek ze v
antiki skusal podrediti svojim potrebam.

Oljéno olje (OO) je kot pomemben sestavni del mediteranske diete predmet Stevilnih
raziskav na podroc¢jih prehrane, agronomije, tehnologije pridelave olja iz oljk, zivilske
kemije in medicine.

Odvisno od sorte so oljke, plodovi olj¢nega drevesa, lahko zelene ali ¢rne barve, razli¢nih
oblik in velikosti ter okusov. V Goriskih Brdih prevladujejo sorte Belica, Leccino, Buga,
Gorgazzo, Crnica in Drobnica. Drobnica in Crnica sta avtohtoni briski sorti.

Divja olj¢na drevesa so bila znana Ze pred priblizno 12 tiso¢ leti (Vesel in sod., 2009).
Divja oljka Olea europaea oleaster, ki ima manjSe plodove in liste ter trnaste veje, se
razlikuje od nam bolj poznane gojene oljke Olea europaea sativa.

Ekstra devisko olj¢no olje (EDOO) je olje visje kategorije, pridobljeno neposredno iz
zdravih oljk in zgolj z mehanskimi postopki, pri temperaturi pod 27 stopinj Celzija (°C) -
hladno stiskano. Taksno olje je primerno za uZivanje takoj po predelavi. Uzivanje oljcnega
olja ima Stevilne pozitivne ucinke na cloveski organizem, saj omogoca boljSo absorpcijo
vitaminov, zlasti vitamina E, je lahko prebavljivo, pospesuje izloCanje Zelod¢nih sokov,
pomaga vzdrZevati zdravje sr¢no-Zilnega sistema, omejuje razvoj ateroskleroze, ohranja
elastinost koze ter izboljSa stanje krvnih lipidov. Varovalni ucinki so posledica
uravnotezene mascobno kislinske sestave in visoke vsebnosti antioksidantov, predvsem
biofenolov.

Oljéno olje je sestavljeno predvsem iz triacilglicerolov, spojin med glicerolom in tremi
mas¢obnimi kislinami, ki predstavljajo 98 % delez sestave. Med njimi je najbolj zastopana
enkrat nenasiCena oleinska kislina. Ostalega 2 % predstavljajo minorne oz. nemascobne
snovi, ki olje $¢itijo, mu plemenitijo aromo in barvo ter pozitivno ucinkujejo na zdravje
naSega telesa. Snovi, ki nastanejo v plodu oljke z biosintetskimi reakcijami in se prenesejo
v olj¢no olje, so med drugim odvisne tudi od sorte oljke.

Olj¢no olje se uporablja tudi v kozmetiki za nego las, koze in miSic. Najdemo ga v milih,
razli¢nih kremabh, iz olj¢nih listov se pripravlja ¢aj, ki pomaga pri povisanem krvnem tlaku.
Les oljke lahko sluzi za kurjavo in izdelavo raznih lesenih izdelkov.

Na obmocju Goriskih Brd predstavlja tudi oljkarstvo pomembno kmetijsko panogo, ki
poleg vinogradnisStva in sadjarstva skrbi za prepoznavnost pokrajine. Na tem obmocju smo
ustanovili Drustvo oljkarjev Brda, ki stremi k poenotenju blagovne znamke »Uelije« za
boljSo prepoznavnost produkta v SirSi okolici. Nas cilj je, da bi tudi brisko olje slovelo kot
olj¢no olje vrhunske kakovosti in zelo polnega okusa, kar nam pridelovanje oljk na
manjsih povrsinah in tradicionalni postopki predelave vsekakor omogocajo.
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1.1 CILJINALOGE

V magistrski nalogi smo iz 5 razli¢nih sort oljk Belica, Leccino, Buga, Crnica in Drobnica
in iz njih iztisnjenega olja analizirali kemijsko sestavo plodov in ekstra deviskega olj¢nega
olja. V plodovih smo ugotavljali delez vode in mascobe. V oljénem olju smo kot ene izmed
pokazateljev kakovosti dolocali peroksidno Stevilo in proste mascobne kisline.
Posameznim sortam sadezev in olja smo dolocili masc¢obno kislinsko sestavo, vsebnost
skupnih fenolnih spojin in antioksidativno ucinkovitost, ter dielektriéno konstanto in
elektri¢no prevodnost. Cilji naloge so ovrednotiti razlike med plodovi in olji razli¢nih sort
ter razlike med plodom in oljem iste sorte.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo, da plodovi razlicnih sort oljk variirajo v delezu vode, mascobe in
mascobno kislinski sestavi. Olja razli¢nih sort imajo razlicno kislinsko Stevilo in vsebnost
prostih mascobnih kislin, vendar Se vedno v mejah pravilnika za ekstra devisko olj¢no olje.
Pricakujemo razlike v vsebnosti skupnih fenolnih spojin in antioksidativni u¢inkovitosti
med razlicnimi sortami oljk in njihovimi olji, ter znotraj iste sorte med plodovi in oljem. V
olju sorte Belica pricakujemo najvisjo vsebnost skupnih fenolov. Predpostavljamo, da sta
dielektri¢na konstanta in elektri¢na prevodnost v oljih razli¢nih sort razli¢na in odvisna od
mascobno kislinske sestave.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OLJKARSTVO

Panoga oljkarstvo se je ponovno precej razsirila na obmocju Primorske. Oljkarstvo poleg
gospodarskih opravlja tudi temeljne krajinsko-okoljske, socialne in kulturne funkcije. Kar
zadeva okoljsko-krajinske funkcije, velja poudariti, da se oljke nahajajo v predelih, kjer je
moznost druga¢ne uporabe zemljis¢a mo¢no omejena. S tem predstavljajo moznost izrabe
tezko dostopnih zemljis¢, ohranjajo okolje ter obenem poskrbijo za estetsko-vizualno
funkcijo. Oljka je poleg estetskega dopolnila krajine, element hidroloskega uvrSc¢anja
pobocij, kot tudi ohranitve tal. Olj¢niki tako prispevajo k ohranjanju biotske raznolikosti
rastlinskih vrst in avtohtonih Zzivalskih vrst. Pomemben je tudi prispevek oljkarstva s
svojimi sekundarnimi produkti, ki prispevajo k proizvodnji bioenergije, kompostiranju

.....

sod., 2007).

V preteklosti je bila za oljkarstvo znacilna razprSena zasaditev kot dopolnilo k bolj
dobickonosnim rastlinam, v danasnjem Casu so priceli saditi intenzivne nasade z urejenimi
vrstami in takimi oblikami gojenja, ki olaj$ajo obdelovanje (Podbersic, 2004).

Slika 1: Olj¢ni nasad v Kromberku (foto: Drnovscek J.)
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2.1.1 Izvor in razSirjenost

Prva olj¢na drevesa v danes nam znani obliki so uspevala ze priblizno Sest do sedem tiso¢
let pred nasim Stetjem v zemljepisnem loku med Malo Azijo, Bliznjim vzhodom in
severovzhodnim delom Afrike (Vesel in sod., 2009).

V Goriskem prostoru sta se oljka in olj¢no olje pojavila ze v rimskih ¢asih. O tem pricajo
najdene Stevilne rimske amfore iz razli¢nih arheoloskih najdis¢: Bilje, Ajdovsc¢ina, Loke in
Neblo v Brdih. 1z rimskega pristanis¢a Oglej je proti vzhodu vodila pomembna trgovska
pot, po kateri je potovalo tudi olj¢no olje. Prvi zapisi o oljkah v Brdih se omenjajo v
poznosrednjeveskih notarskih zapisih v Cedadu in Vidmu (Podbersi¢, 2004). Od takrat
dalje lahko zasledimo Stevilne zapise o oljkah, dajatvah z olj¢nim oljem, o oljarnah itd. V
zacetku prej$njega stoletja so za oljke in kmete prisli tezki casi. OO ni prinasalo dovolj
zasluzka za prezivetje in nasadi so se priceli kr¢iti. Olj¢nike je delno unicila prva svetovna
vojna, saj so Stevilne bitke na tem ozemlju unicile nasade. Dokon¢no unicenje oljke je
prinesla huda pozeba leta 1929 s temperaturami do -25 °C, ki so trajale skoraj dva meseca.
Po premoru skoraj 50 let je kultura sajenja oljk spet zazivela leta 1978 v Gradnem v
Goriskih Brdih in oljke so hitro dosegle ponovni razcvet. V Sloveniji do danes lahko
zabelezimo 1968 ha olj¢nikov, katerih 3,5 % zavzema Goriska, medtem ko ostalih 96,5 %
predstavlja Slovenska Istra (Olj¢no olje, 2015).

2.1.2 Vpliv ekoloskih dejavnikov na kakovost oljk in olj¢nega olja

Ugodne klimatske razmere, predvsem mile zime in topla poletja so kot nalas¢ za gojenje
razlicnih sredozemskih kultur. Hribi na severu Brd nudijo zavetje pred hladnim alpskim
zrakom. Lapornata in topla zemlja odli¢no ustreza oljki, razlicnim sadnim vrstam in seveda
vinski trti. Skupek vseh teh naravnih pogojev prikroji znacilnosti in odlicnost OO, poleg
vsega velja omeniti, da so Brda ena izmed najbolj severnih leg, kjer Se uspevajo oljke
(Parmegiani in Scarbolo, 2007).

2.1.2.1 Temperatura

Oljka najbolje uspeva v zmerno toplem pasu oz. tam, kjer ni prenizkih zimskih temperatur.
Rodne veje lahko pozebejo ze pri -5 °C, glavne veje in deblo pri -15 °C. Seveda je
odpornost na mraz odvisna predvsem od sorte, starosti in prehranjenosti rastline (Sancin,
1990). Na nizke temperature so najbolj obcutljivi listi, brsti in plodovi, ki v primeru
dolgotrajnejSega mraza utrpijo posSkodbe. Tudi ¢e nadzemni del v celoti pomrzne, lahko
ostane koreninski sistem neposkodovan. Vesel in sod. (2009) navajajo, ¢e poskodbe niso
prevelike, lahko iz teh Storov pozenejo novi poganjki. Oljka dobro prenasa visoke poletne
temperature, tudi 40 do 50 °C. Najbolj obcutljiva je v ¢asu vegetacije, takrat so za rastlino
lahko usodne Ze temperature od -2 °C do -3 °C.
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2.1.2.2 Svetloba

Oljka je heliofilna rastlina, kar pomeni, da potrebuje veliko svetlobe za dobro rast in
plodnost, zato moramo biti pozorni na lego, gojitveno obliko in sadilne razdalje (Vrhovnik
in Prgomet, 2011). Vesel in sod. (2009) navajajo, da z dobro izpostavljenostjo oljke son¢ni
svetlobi dosezemo visjo kakovost OO in hkrati tudi vecji pridelek. Taksne oljke imajo vec
plodov, ki so vecji ter z visjo vsebnostjo olja.

2.1.2.3 Voda

Oljka je prilagojena na podnebje z malo padavinami in suSnimi poletji. Uspeva tudi na
obmocjih, kjer pade manj kot 300 milimetrov padavin letno. Faze, v katerih oljka najbolj
potrebuje vodo so: spomladi pred in po cvetenju do tvorbe kosScic in pred zorenjem v
jeseni. Zastoji vode v tleh oljki ne ustrezajo, saj je zelo obcutljiva na pomanjkanje zraka v
tleh. Kjer je slaba odvodnja, oljke zelo slabo rodijo, drevesa celo hirajo. Visoka relativna
zracna vlaga ni zaZelena, ker pospesuje razvoj bolezni v olj¢niku (Vesel in sod., 2009).

2.1.2.4 Veter

Zracne lege z blagimi vetrovi so najprimernejSe, ker je tak oljcnik manj izpostavljen
tezavam z raznimi boleznimi, v ¢asu cvetenja veter omogoca dobro oploditev, saj je oljka
vetrocvetka. Lege z moc¢nimi vetrovi niso primerne, ker ti preoblikujejo krosnje in
posledi¢no gojitveno obliko, lahko tudi lomijo veje ter izsuSujejo cvetove (Vesel in sod.,
2009).

2.1.2.5Tla

Oljka je glede tal prilagodljiva in uspeva tudi v zelo kamnitih tleh. Najbolje uspeva v
zracnih, rahlih in nevtralnih do slabo alkalnih tleh. Pomembno vlogo ima apneno vezivo
oz. kalcijev karbonat, ki pomembno vpliva na odpornost oljke proti nizkim temperaturam
in tudi na kakovost olja (Vesel in sod., 2009). Kalcij je nujen za trdnost mesa in zdrav
plod, s tem pa tudi za olje najvisje kakovosti (Bratovi¢ in sod., 2012).

2.1.3 Vpliv sorte na kakovost oljk in olj¢nega olja

Po svetu se razprostira velik sortni izbor oljk. Za glavne proizvajalke so znacilne naslednje
sorte: v Spaniji prevladujejo Arbequina, Picual, Hojiblanca, v Italiji Frantoio, Leccino,
Maurino in Pendolino, ter v Kaliforniji Mission, Manzanillo, Sevillano in Ascolano.
Znatilne sorte, ki na obmo&ju Goriskih Brd najbolje uspevajo so Crnica, Drobnica, Belica
in Gorgazzo.

Vse karakteristike sortnega izbora oljk na obmoc¢ju Brd in vzhodnega gricevja Furlanije
Julijske krajine so Pandolfi in sodelavci (2007) opisali v zakljunem porocilu
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meddrzavnega projekta, od koder smo tudi sami uporabili podatke, razen za sorto Leccino,
kjer smo podatke povzeli po Vesel in sod. (2009).

2.1.3.1 Belica

Plodovi so jajcaste oblike, srednje debeli s povprecno tezo od 2 do 3 grame. Ob obiranju so
obicajno svetlo zelene do rumenkasto zelene barve, ki pozneje prehaja do temno rdeckaste
barve. Obdobje najvecje oljevitosti nastopi pozno, v prvi polovici novembra, in ima srednji
donos olja, 18,9 % na sveZo snov. Sorta je odporna na nizke temperature, ima povecano
obcutljivost na bolezni, e posebej na olj¢no muho in pavje oko. Pavje oko je bolezen, kjer
so napadeni predvsem listi, lahko pa se razsiri tudi na peclje in plodove. V olj¢niku se
posledice mocne okuzbe kaZejo v obliki manjSega pridelka v naslednjih letih. Belico
oznacuje dobra rodnost, uravnoteZena vsebnost visjih mascobnih kislin (VMK), vedno
visoka vsebnost skupnih fenolov (FS). Panel je s senzori¢nim ocenjevanjem olje oznacil z
visoko stopnjo sadeznosti, z vonjem po zeleni travi, grenkim in pikantnim pookusom.

2.1.3.2 Buga

Plodovi so okrogle oblike, srednje debeli s povpreéno tezo od 2 do 3 grame. Plodovi zorijo
proti koncu oktobra in se v polni zrelosti obarvajo v temno modro-vijolicno barvo.
Obcutljivost na zimske pozebe je srednja, zato zahteva previdnost pri gnojenju z gnojili na
osnovi dusika. Oznacuje jo srednja obcutljivost na olj¢no muho in pavje oko. Za Bugo
velja dobra rodnost z nizko donosnostjo olja, 10-12,5 % na svezo snov, uravnotezena
vsebnost VMK, zmerna vsebnost FS, ki med dozorevanjem upada. Panel je olje ocenil za
boljse v zgodnejSem obdobju obiranja, s srednjo sadeznostjo in precej grenkim in rahlo
pikantnim priokusom.

2.1.3.3 Crnica

Plodovi so jajcaste oblike, srednje debeli s tezo okoli 2 grama. V obdobju zrelosti, ki pri
Crnici nastopi zgodaj, postanejo plodovi temne, skoraj ¢rne barve. Sorta ima znaéilno
srednjo rodnost in srednji donos olja, 18 %. Je dobro odporna na nizke temperature in na
bolezni oljk. Delez VMK se z dozorevanjem izboljSuje, obratno se dogaja z delezem FS.
Strokovnjaki so na podlagi opazovanih kvalitativnih znaéilnosti ocenili, da Crnica
proizvaja olje visoke kakovosti le v prvem obdobju obiranja. Olje oznacuje srednja
sadeznost ob prevladi grenkega okusa in odlo¢nega priokusa po zrelem sadju.

2.1.3.4 Drobnica

Plodovi so jaj¢aste oblike, srednje debelosti s tezo od 1,5 do 2 grama. Dozorevanje nastopi
sorazmerno zgodaj, plodovi se obarvajo od zelenkaste do temno vijolicaste barve.
Obcutljivost na zimsko zmrzal in olj¢no muho je srednje nizka. Sorta je srednje bujna, z
visokim donosom olja, 20,8 % na svezo snov. Vsebnost VMK je optimalna, vsebnost FS se
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z dozorevanjem zmanjSuje, vendar se ohrani na visoki stopnji. Senzori¢na ocena oznacuje
olje s srednjo mocno stopnjo sadeznosti, izrazitim okusom po diSavnicah in priokusom po
zrelem sadju.

2.1.3.5 Leccino

Plodovi so jajcaste oblike, srednje debeli s tezo od 2 do 4 grame. Zorijo proti koncu
oktobra, plodovi se obarvajo od temno vijoli¢aste do ¢rne barve. Sorta je odporna proti
nizkim temperaturam in velja za eno najrodovitnejsih sort. Donosnost olja je srednja, okoli
18 % na svezo snov. Olje vsebuje manj FS kot Belica, vendar je s senzori¢nega vidika
obicajno bolj sladko in harmonicno.

T

Slika 3: Oljke sorte Belica, Buga in Leccino (foto: Drnovscek J.)
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2.1.4 Olj¢no olje — zakonske osnove

Olj¢no olje ima med vsemi jedilnimi olji posebno mesto zaradi nacina pridobivanja in
nacina uzivanja. Zaradi vis§je prodajne cene, se ga pogosto ponareja, tako da EDOO
dodajajo cenejsa olja. Prav zato so trzni normativi za OO v primerjavi z ostalimi olji zelo
strogi in tudi strokovno preverjanje skladnosti je zelo zahtevno.
Kot opisuje Pravilnik o oljénem olju (1999), kakovost deviskih olj¢nih olj (DOO) doloc¢ajo
senzori¢ne in kemijske znacilnosti in se deli v tri kakovostne razrede:

— ekstra devisko olj¢no olje,

— devisko olj¢no olje,

— lampante olj¢no olje, ki ni primerno za prehrano.

V preglednici 1 so navedene mejne vrednosti za nekatere parametre kakovosti za
posamezno kategorijo olj¢nega olja. Velja poudariti, da olj¢no olje za uvrstitev v kategorijo

Ekstra devisko olj¢no olje ne sme imeti senzori¢nih napak.

Preglednica 1: Mejne vrednosti za kategorizacijo deviskega olj¢nega olja (Bester in sod., 2014)

MEJNE VREDNOSTI
Kategorija olj¢nega olja
Ekstra devisko Devisko Lampante
Kemijski Kislost kot % <0,8 <20 12
parametri oleinske k.
Peroksidno stevilo <10 <10 -
(mmol 0, /kg olja)
Kos <25 <2,60 -
Ko ali <0,22 <0,25 -
0
AK <0,01 <0,01 _
Etilni estri MK EEMK <40 - -
EEMK (mg/kg)
Senzori¢no Mediana napak Mn=0 Mn<3,5 Mn [J 3,5
ocenjevanje Mn
Mediana sadeZnosti Ms 10 Mn (] 3,5 -
Ms

*-. UV absorbanca pri valovni dolzini 232 nm.
** - UV absorbanca pri valovni dolzini 268 nm ali 270 nm; ugotavljamo ali je olje staro in ali mu je bilo
primesano neolj¢no olje.

2.2 SESTAVA OLJK IN OLJA

2.2.1 Sestava in kakovost oljk

Plodovi oljke so lahko zelo razlicnih dimenzij, razlikujejo se po vsebnosti olja, po
konsistenci mesa in kemijski sestavi ter po razlicnem razmerju med mesom in kos¢ico
(Vesel, 2012). Plod oljke se po koncani fazi cvetenja razvije v Stirih tednih. Med rastjo
ploda v celicah mesnatega dela pridobivajo velikost vakuole na ra¢un akumulacije olja.
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Najintenzivnejsa sinteza olja je od 60 do 120 dni po polnem cvetenju, pri nas je ta ¢as
nekje od konca julija do konca septembra. Razmere v tem obdobju zelo pomembno
vplivajo na razvoj plodov in akumulacijo olja (Vesel, 2012). Za zacetek dozorevanja
smatramo cas, ko zacne padati vsebnost klorofila v plodovih, kmalu zatem se zacne
kopicenje antocianov in temnejSe barvanje plodov, odvisno od sorte (Vesel in Markocic,
2012). V polni zrelosti zavzema meso 60-90 % plodu, koscica 10-40 %, seme pa 1-2 %. V
preglednici 2 je podana kemijska sestava plodu oljke.

Preglednica 2: Kemijska sestava olj¢nega ploda (Merljak in Jakob Merljak, 2014)

. . Koli¢ina % ali . . Koli¢ina % ali
Hranilne snovi Hranilne snovi
mg/100 g mg/100 g
voda 54-84 % beljakovine 1-2%
skupne mascobe 10-40 % ogljikovi hidrati 2,6 %
vlaknina 1,4 % provitamin A 0,03-0,18 mg
vitamin E 13 mg vitamini skupine B sledovi
vitamin D sledovi kalijj 800-1000 mg
natrij 30-90 mg kalcij 80-90 mg
magnezij 2 mg zelezo 1,6-1,8 mg
fosfor 9-21 mg fluor 0,3 mg

Z dozorevanjem plodu se triacilgliceroli z lipazo razgrajujejo v diacilglicerole,
monoacilglicerole in proste mascobne kisline. Na hitrost razgrajevanja vplivajo predvsem
povisana temperatura, poskodovana celi¢na sestava plodov in voda v fazi predelave. Z
dolocitvijo vsebnosti prostih mascobnih kislin lahko preverimo kakovost OO. Podatek o
vsebnosti prostih mascobnih kislin pokaze kakovost oljk pred stiskanjem - zrelost plodov
in kakovost skladis¢enja plodov do predelave (Bucar-Miklav¢ic in sod., 1997).

Poznavanje kemijskih, fizioloskih in morfoloskih procesov v oljki med dozorevanjem nam
lahko pomaga pri racionalizaciji uporabe agrotehnike in pri izboljSanju kakovosti OO
(Vesel, 2012).
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2.2.2 Sestava in kakovost olj¢nega olja
V spodnji preglednici je podana kemijska sestava hladno stiskanega EDOO.

Preglednica 3: Kemijska sestava olj¢nega olja (Merljak in Jakob Merljak, 2014)

Sestavine olj¢nega olja Podrobna sestava Koli¢ina % ali mg/100 g
Mascobne kisline
miristinska
. almitinska do 14,66 g/100
nasicene MK pstearinska 0Z. 7—12g %
arasidna
enkrat nenasi¢ena MK oleinska omega 9 70-84 %
3 0
veckrat nenasicene MK alfaﬁ::gfﬁ:?;ggn;e?a 3 3’_51_21 0//:
Druge nemas¢obne snovi v masc¢obi oljénega olja topne snovi
vitamini vitamin A 157 pg/100 g
vitamin E 12,07 mg/100 g
terpenski ogljikovodik skvalen 0,7 %
- betakaroten sledovi
karotenoidi - -
likopen sledovi
beta-sitosterol
steroli delta-5-avenasterol 0,2 %
kampesterol
V vodi topne snovi v olj¢nem olju
sekoiridoidi (oleuropein,
biofenoli : hlgstr.omd) . manjse koli¢ine v sledovih
lignani (pinorezinol)
flavoni (luteolin, apigenin)
Aromatske snovi, ki dajejo .
sledovi
aromo

V EDOO predstavljajo maS¢obe oz. triacilgliceroli 98 % skupne sestave olja. V preglednici
3 lahko vidimo glavne predstavnice in posamezne deleze mascobnih kislin (MK).

Preostala 2 % EDOO sestavljajo nemascobne snovi, ki izjemno vplivajo na kakovostno
razvrSéanje olja in ugotavljanje izvora. Te sestavine dajejo olju aromo, preprecujejo
staranje olja in imajo pomembno vlogo pri bioloskih funkcijah v ¢loveskem organizmu.
Vse snovi, ki nastanejo v plodu oljke z biosintetskimi reakcijami in se v razli¢nih oblikah
prenesejo v OO, so odvisne od veliko dejavnikov: klime, padavin, prsti, zrelosti plodov,
sorte in niso enako zastopane (Vesel in sod., 2009). Antioksidanti v OO igrajo pomembno
vlogo, saj med drugim olje varujejo pred kvarom. Antioksidante OO tvorita dve skupini,
biofenoli in tokoferoli. Biofenoli pomembno vplivajo na svezino olja. Taka olja so
senzoricno bogata, dokler se sekoiridoidi, glavni predstavniki biofenolov, ne pretvorijo do
kon¢nih oblik tirosola in hidroksitirosola (Vesel, 2012). Slokar (2010) opisuje podrobnejse
reakcije fenolov v OO. Glavni predstavnik tokoferolov je alfa-tokoferol - vitamin E. OO
vsebuje 0,5 do 20 mg skupnih tokoferolov na 100 g. Od tega 95 % predstavlja vitamin E,
medtem ko ostalih 5 % predstavljata - in y-tokoferol. Precej visje vsebnosti tokoferolov
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vsebujejo OO, ki so iztisnjena iz plodov v zgodnejsih fazah zrelosti. Tokoferoli v OO
variirajo glede na sorto, klimatske pogoje med zorenjem plodov, glede na nacin obiranja in
skladisc¢enja plodov pred stiskanjem.

Pozitiven vpliv OO na zdravje lahko pripiSemo tudi uravnotezeni masc¢obno kislinski
sestavi. Vsebuje malo nasicenih MK, veliko oleinske kisline ter majhno, a zadostno
koli¢ino esencialnih MK z ve¢ dvojnimi vezmi (Bester, 2007). NasiCene MK niso
zazelene, ker pospeSujejo nastajanje in razvijanje civilizacijskih bolezni. Enkrat nenasicene
MK so zelo stabilne in v priporocenih koli¢inah celo zmanjsujejo bolezni srca in ozilja.
Vsebnost oleinske kisline je zelo odvisna od zemljepisne Sirine, tako je znano, da je v
severnejSih oljih veC oleinske kisline, zato so tudi stabilnejSa. Veckrat nenasicene MK so
potrebne za normalen razvoj ¢loveka in nemoteno delovanje organizma (Bucar-Miklav¢ic,
1997).

2.2.1 Analiza kakovosti oljk in olj¢nega olja

Senzori¢no ocenjevanje olj¢nih olj poteka po predpisanih metodah. V Sloveniji imamo v
Izoli mednarodno priznan panel za senzori¢no ocenjevanje oljcnega olja, medtem ko za
ocenjevanje vlozenih oljk Se ne. Organolepticno ocenjevanje poteka v ustrezno
opremljenem prostoru, kjer sodeluje osem do dvanajst pokuSevalcev. Ocenjevanje olj
poteka v predpisanih temno modrih kozarcih, ki se jih pokrije z urnimi stekelci in se
servira pri temperaturi okrog 25 °C. Pri tem je potreben kozarec vode za nevtralizacijo
okusa in ocenjevalni list. S senzoricno analizo ugotavljamo pozitivne in negativne
znacilnosti OO. Skupna senzori¢na ocena pripomore k uvrstitvi olja v doloc¢eno kategorijo.
Na OO in oljkah se opravlja tudi Stevilne kemijske analize, kot so kislost, peroksidno
Stevilo, dolocanje etilnih estrov mascobnih kislin, s katerimi ugotavljamo neprave
meSanice EDOO z olji slabse kakovosti ter spektrofotometrijsko preiskavo v
ultravijolicnem valovanju, za ugotavljanje potvorb. Z raznimi instrumentalnimi analizami
lahko plodovom in OO dolo¢imo vsebnost vode, vsebnost mascobe oz. oljevitost,
mascobno kislinsko sestavo, sterolno sestavo, fenolno sestavo, antioksidativni potencial,
stopnjo pigmentacije, trdoto plodov. Veliko strokovnjakov pri analizi OO opravi tudi
morfolosko analizo za ucinkovitejse sledenje sort.

2.2.1.1 Analiza kakovosti plodov

Pogoj za zdrav in kakovosten pridelek oljk sta dobra kondicija in dobro zdravstveno stanje
rastline in ugodni klimatski pogoji. Tako stanje lahko doseZemo z dobro nacrtovanim
delom in terminsko izvedenimi ukrepi v oljcniku. Bistvo so preventivni ukrepi, ki rastlini
omogocajo, da se sama upre nezivim in Zivim dejavnikom (Vesel in sod., 2009).

Kakovost plodov lahko nadziramo Ze v samem olj¢niku. EkoloSko kmetijstvo zahteva
svoje kriterije, ki jih je potrebno upoStevati za pridobitev certifikata. Uporaba organskih
gnojil, prepoved uporabe herbicidov, mehanska obdelava pod drevesi, tretiranje s
fitofarmacevtskimi sredstvi, ki so dovoljena v ekoloski pridelavi. Pojav olj¢ne muhe in
drugih skodljivih organizmov spremljamo s feromonskimi vabami.
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V &asu zorenja plodov je priporoéljiv stalen nadzor zdravstvenega stanja. Ze na pogled
lahko ocenimo ali je plod zdrav ali je napaden z oljéno muho ali s ¢rvivostjo. Ti pojavi so v
naSih krajih najpogostejSi. Priporocljivo je, da plod kljub zdravemu zunanjemu videzu
lastnoro¢no odpremo in pregledamo stanje mesa. Oljkarji za optimalen cas obiranja
dolocijo Cas, ko je pretezen delez plodov oljke spremenilo barvo in ob stisku plodu med
dvema prstoma, se koscCica lepo in samostojno lo¢i od mesa, njihovo meso je kasasto in
pusca oljno sled na prstih. Avtorji Lopez-Villalta in sod. (1996) opisujejo naslednje metode
za doloCanje najprimernejSega Casa obiranja: na podlagi zunanje obarvanosti plodov, z
doloCanjem indeksa zrelosti, na podlagi razmerja med teZzo olja in suho snovjo ter na
podlagi teze olja na doloCeno Stevilo plodov. Najvec oljkarjev za najkvalitetnejsi pridelek
olja Se vedno zagovarja ro¢no obiranje plodov s plasticnimi grabljami. S tem preprecimo
poskodbe plodov, lomljenje vej in poskodbe drevesa. TakSen nacin si lahko privos¢imo
zaradi obdelovalnih povrsin, ki niso prevelike. V Spaniji, ki velja za najve¢jo evropsko
proizvajalko olja in so njihove povrsine olj¢nikov precej vecje, si roCnega obiranja zaradi
dolgotrajnejSega postopka skoraj da ne morejo privosciti, zato se posluzujejo strojnega
obiranja. Za doseganje najboljSe kakovosti olja je dobro oljke ¢im prej oz. na isti dan kot
jih obiramo, tudi predelati. S tem prepreCimo morebitne oksidacijske procese plodov in
posledi¢no pregretost OO. V oljarnah posebnih hitrih testov za takoj$njo analizo obi¢ajno
ne opravljajo. Na Zeljo pridelovalcev lahko vzorce olja posljejo v specializiran laboratorij
za analize OO. Ob samem prevzemu oljk pregledajo njihovo splosno stanje in opravijo
nestrokovno senzori¢no oceno olja, s katero hitro ocenijo kakovost. V primeru napak olja,
se to hitro zazna na vonju in okusu.

2.2.1.2 Analiza kakovosti olj¢nega olja

V OO lahko opravimo analize razli¢nih sestavin z razlicnimi metodami. Najpogosteje
uporabljene so naslednje analize.

S tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) lahko dolo¢imo vsoto skupnih
biofenolnih spojin ter njihovih posameznih relativnih delezev, koli¢ino trigliceridov,
digliceridov in monogliceridov ter tudi vsebnost tokoferolov in organskih kislin (Burcu in
sod., 2014). HPLC je ena najzmogljivejsih analitskih tehnik s Sirokim spektrom uporabe, ki
s pomocjo avtomatizacije postopkov doseze zelo natancno kvantifikacijo posameznih
spojin v olju.

S plinsko kromatografijo (GC) lahko okarakteriziramo aromati¢ne komponente, dolo¢imo
etilne estre mascobnih kislin, dolo¢imo skupne sterole, mas¢obno kislinsko sestavo olja ter
hlapne komponente. GC omogoca separacijo preko visokozmogljivih kapilarnih kolon in
pokriva Sirok spekter analiziranja hlapnih komponent. Spada med hitre metode z
avtomatskim vzor¢evalnikom.

S spektrofotometrijo lahko dolo¢imo barvo olja in nekatere kemijske lastnosti olja. Tako
lahko spektrofotometricno dolo¢imo vsebnost klorofila in karotenoidov. Dolocevanje
specificne absorpcije pri 232 nm (Kj3;) in 270 nm (Ky79) je enostavna in hitra metoda za
oceno oksidiranosti OO. Tako lahko ugotavljamo, ali je olje staro in ali mu je bilo
primesano neoljcno olje. K3, je merilo za koli¢ino primarnih oksidacijskih produktov —
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hidroperoksidov, saj pri 232 nm absorbirajo konjugirani dieni, ki v olju nastajajo hkrati s
hidroperoksidi. Konjugirani trieni, ki nastajajo pri oksidaciji linolenske kisline imajo
absorpcijski maksimum pri K,79. Absorpcijo pri 270 nm povecujejo sekundarni produkti
oksidacije — aldehidi, ketoni in alkoholi. Poleg tega spektrofotometri¢cno dolo¢amo tudi
antioksidativno ucinkovitost vzorca z metodo 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH"), metodo
redukcije zelezovega iona in drugimi.

S titracijskimi metodami dolocamo kemijske parametre olja, kot so delez prostih
mascobnih kislin, peroksidno in jodovo Stevilo. Proste mas¢obne kisline so tiste maSc¢obne
kisline, ki imajo prosto -COOH skupino in niso zaestrene. Peroksidno S$tevilo je merilo
prisotnosti hidroperoksidov, primarnih oksidacijskih produktov v olju in jodovo Stevilo je
merilo nenasicenosti olja in je odvisno od koli¢ine dvojnih vezi v olju.

V zadnjem cCasu se raziskuje moznost uporabe elektricnih in dielektri¢nih lastnosti olja za
hitro analizo kakovosti olja.

2.3 DIELEKTRICNA KONSTANTA IN FAKTOR IZGUB

Dielektri¢na spektroskopija, kot preprosta in hitra merilna tehnika podaja informacije o
dielektri¢ni odzivnosti snovi na elektricno polje. Velikost dielektri¢ne konstante je odvisna
od sposobnosti snovi, da shrani elektricno energijo, faktor dielektricnih izgub pa od
sposobnosti snovi, da odda elektricno energijo (Prevc, 2010). TakSen nacin se priporoca
tudi za ocenjevanje kakovosti hrane, zlasti za odkrivanje vode v Zivilih.

Dielektri¢ne lastnosti snovi lahko opiSemo z elektriéno permitivnostjo, ki je kompleksna
koli¢ina in odraza refleksijo elektromagnetnega delovanja (Sosa-Morales in sod., 2010).
Relativna permitivnost je definirana kot razmerje elektricne permitivnosti materiala in
elektri¢ne permitivnosti vakuuma:

c* = e/el]

(1)

€* - relativna permitivnost materiala
€ — permitivnost materiala
e[ - permitivnost vakuuma (e7] = 8,8542x107* Fxm™)

Relativna permitivnost &€* je sestavljena iz dveh razlicnih lastnosti, iz realnega in
imaginarnega Clena:

e*=¢'-je" ...(2)
€' - realni del relativne permitivnosti ali dielektri¢na konstanta
¢ - imaginarni del ali relativni faktor dielektri¢nih izgub

j —oznaka za imaginarni del kompleksne koli¢ine

Vec o povezavi med €' in € je opisala Preve (2010).
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Na dielektri¢ne lastnosti vplivajo frekvenca, temperatura, vlaga in sestava olj ter nekaterih
MK, kar so v svojih raziskavah dokazali Lizhi in sod. (2008). Obmocje v katerem so merili
dielektri¢no konstanto in faktor izgub je bilo med 100 Hz in 1 MHz. Ugotovili so, da ima
obmocje frekvence majhen vpliv na dielektricno konstanto, medtem ko ima na faktor
dielektri¢nih izgub frekvenca velik vpliv. Zaradi vecje viskoznosti olj pri nizji temperaturi
se dielektricna konstanta z naraS$¢ajoCo temperaturo znizuje. Dokazali so, da na vrednost
dielektricne konstante bistveno vpliva sestava MK, kjer imajo nenasi¢ene MK vecji
pozitiven vpliv. Velik vpliv na dielektri¢no konstanto ima tudi vsebnost vlage, saj se je le-
ta vecCala z viSanjem deleza vlage v Zivilu. Rezultati pridobljeni v teh raziskavah so lahko
koristni za identifikacijo olja, ocenjevanje in spremljanje kakovosti med predelavo ter
skladis¢enjem olja (Lizhi in sod., 2008). Datta in sod. (2005) so ugotovili, da se lahko z
merjenjem dielektri¢ne konstante ugotavlja tudi potvorjenost olj in zmanjSevanje kakovosti
olj med cvrtjem (Lizhi in sod., 2010).

Lizhi in sod. (2008) so dokazali, da na vrednosti ¢ vpliva tudi vsebnost vlage v olju.
Polarne molekule vode imajo boljSo orientacijo in polarizacijo v elektricnem polju v
primerjavi z oljem, zato dosezejo viSje vrednosti. Na vrednosti € vplivajo ze majhne
vsebnosti vode in so pri nizjih frekvencah precej vecje, z veCanjem frekvence se € hitro
zniza.

Corach in sod. (2014) so tudi preucevali vpliv razlicnih rastlinskih olj na dielektricne
lastnosti v frekvencnem obmocju med 20 Hz in 2 MHz pri razli¢nih temperaturah. Tudi ti
avtorji so pri vseh vzorcih ugotovili, da se dielektricna konstanta linearno zmanjSuje z
narascajoCo temperaturo v odvisnosti od sestave olja. Rezultati, ki so jih prinesle raziskave,
so uporabni za karakterizacijo olj in za spreminjanje kakovosti med transportom in
skladis¢enjem. Merjenje dielektricne konstante avtorji svetujejo tudi za spremljanje
transesterifikacije triacilglicerolov v metilne estre mascobnih kislin pri sintezi biodizela.
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorcenje

Pri analizah smo uporabili plodove in olja petih razli¢nih sort oljke: Bugo, Belico, Leccino,
Crnico in Drobnico. Slednji dve sta avtohtoni briski sorti. Plodove smo obirali v oktobru in
novembur 2013 v &asu njihove optimalne zrelosti. Stiri vzorce smo obirali na nasi kmetiji
Drnovscek v oljéniku na Goriskem, v Kromberku, ti vzorci so ekoloSke pridelave. Vzorec
Drobnice smo obirali v Goriskih Brdih, v Gradnem. Vsi vzorci so bili Se isti dan predelani,
in sicer v Oljarni na Dobrovem ter v Oljarni v Sempetru pri Gorici. Vzorce oljk smo po
obiranju zamrznili na -20 °C in jih tako hranili do analize. Olj¢no olje smo posebej shranili
v temnih steklenicah.

3.1.2 Reagenti, pribor in aparature

Pri analizah smo uporabili naslednje reagente in topila:
— natrijev hidroksid (Merck, 1.09959),
— dietil eter (Sigma-Aldrich, 32203),
— fenolftalein (Carlo Erba, 451154),
— ledena ocetna kislina (Sigma-Aldrich, 33209),
— kloroform (Sigma-Aldrich, 32211),
— kalijjev jodid (Merck, 1.05043),
— Skrob (Kemika, 18806),
— natrijev tiosulfat (Fluke, Sigma-Aldrich, 35245),
— interni standard C:17 (Sigma-Aldrich, H3500),
— borov trifluorid v metanolu (Sigma-Aldrich, 61626),
— natrijev klorid (Merc, 1.06404),
— petrol eter (Sigma-Aldrich, 77399),
— klorovodikova kislina (Sigma-Aldrich, 30721),
— etanol 96 % (Merck, 1.00971.1000),
— Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, 47641),
— natrijev karbonat (Merck, 1.06392),
— DPPH:- (Sigma-Aldrich, D9132),
— metanol 100 % (Merck, 1.06009),
— trolox (Sigma-Aldrich, 238813).

Uporabili smo naslednji drobni laboratorijski pribor:
— stekleni loncki s pokrovcki,



Drnovscek J. Vpliv sorte oljke (Olea europaea) na kemijske in dielektri¢ne lastnosti plodov in olja.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

— Erlenmeyerjeva buca razli¢nih volumnov,

— bireta,

— analitska tehtnica (Mettler Toledo AT201 in Mettler Toledo MonoBloc PB303-S),
— graduirana pipeta (Ependorf in Transferpette),
— steklene prozorne viale,

— temne viale 1,5 pL,

— terilnica,

— razklopni loncki,

— celulozne kapice,

— ekstrakcijski loncki + vata + vrelne kroglice,
— plasti¢ne centrifugirke (TPP, 91015),

— kivete,

— laboratorijska injekcija,

— staniCevina,

— magnetno mesalo (IKA® RH basic KT/c).

Uporabili smo naslednje laboratorijske instrumente:
— suSilnik (Memmert),
— vodna kopel (Bandelin, Sonorex TK52),
— eksikator,
— Vortex stresalnik (Vortex genie 2),
— Centrifuga (Tehtnica centric 200 in Rotanta 460R, Hettich),
— plinski kromatograf (Agilent Technologies 6890N),
— Soxcap aparatura (Soxcap' " 2047 FOSS),
— Soxtec aparatura (Soxtec™ 2050 F 0OSS),
— vakuumska Crpalka za rotavapor (Buchi Vac® V-500),
— mesalnik (IKA® REO basic C),
— ultraturaks (IKA-Labortechnik, Ultra-turrax T25),
— speedvac (Genevac Technologies HT-4, Series II),
— liofilizator (Alpha 1-2 LD plus),
— hladilnik z zamrzovalnikom (Gorenje),
— ultrazvoc¢na kopel (Bandelin Sonorex TK52),
— vrtinénik (IKA® MS3 basic),
— spektrofotometer (Hewlett-Packard 8453),
— sistem LCR meter (Agilent E4980A s celico 16452A),
— termostatska kopel (Fluke 7230-25),
— platinasti termometer (Fluke 1502A),
— digitalni termometer (Fluke 5627-6-D).
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Kemijske analize oljk in olja

3.2.1.1 Delez vode v oljkah

Steklene loncke smo skupaj s pokrovcki posusili v susilniku na 130 °C za 1 uro in ohlajene
stehtali (m;). Vanje smo stehtali priblizno 10 g razkoscicenih in na koscke razrezanih oljk
(my), ter jih susili na 105 °C za 2 uri. Po suSenju smo vzorcke pokrili s steklenimi
pokrovcki in jih dali v eksikator ohlajat za pol ure, ter stehtali (m3). Vsak vzorec smo

analizirali v dveh paralelkah.
Masni delez vode, w0, smo izra¢unali po naslednji formuli:
WH0 = ((m1 +m2)—m3)/m2><100% (3)

m;— masa loncka in pokrovcka
m,— masa vzorca pred susenjem
m3—masa vzorca v lon¢ku s pokrovckom po susenju

3.2.1.2 Vsebnost mascob v oljkah

3%

Oljke smo najprej razkosc€icili in jih v terilnici s pomocjo tekocega dusika strli v homogeno
zmes. Priblizno 5 g vzorca smo na petrijevki susili 18 ur na 65 °C ter vzorce ohladili v
eksikatorju. Metoda za dolocanje celokupnih mascob je sestavljena iz dveh delov. Pri
prvem delu v aparaturi potekajo trije koraki: hidroliza, filtracija in izpiranje vzorca, ki se
izvajajo brez prenosa vzorca in z minimalnim ro¢nim delom. V celulozne filtre smo
stehtali 1 g vzorca (ms) in le-te postavili v razklopne loncke. V razklopno posodo smo
nalili 4 M klorovodikovo kislino (HCI) ter vanjo polozili loncke z vzorci (m3). Vzorce smo
vreli 1 uro. Z vakuumom smo odstranili hidrolizno raztopino ter spiranje veckrat ponovili.
Razklopne loncke smo ¢ez noc¢ pustili v suSilniku na 60 °C (m;). S hidrolizo mascob
pretvorimo mascobe v masCobne kisline, ki so kasneje v taki obliki lazje dostopne za
ekstrakcijo, ki sledi v drugem delu. Steklene ekstrakcijske loncke smo skupaj z vrelnimi
kroglicami susili 2 uri na 105 °C, jih ohladili, stehtali (ms), pokrili z vato in jih z magnetki
pritrdili na ekstrakcijsko enoto Soxtec. Hidrolizirane mas€obe smo ekstrahirali z 80 mL
petrol etra 90 minut. Soxtec uporablja ekstrakcijo v 4-ih korakih: vretje, izpiranje, zbiranje
topila in suSenje topila. Po koncani ekstrakciji smo vzorce susili 3 ure na 105 °C, jih
ohladili v eksikatorju, stehtali (m4) ter izraCunali vsebnost mascob v oljkah, Wassob:

Wmazeob = (1 —m2)/m3)*(ma/ms)*x100 %) (4
m; — masa ekstrakcijskega loncka po hidrolizi v Soxcapu

m,— masa ekstrakcijskega loncka pred hidrolizo v Soxcapu
m3— masa vzorca oljk
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m4 — masa vzorca po uporabi in susenju v Soxtecu
ms — masa vzorca pred pricetkom ekstrakcije s Soxtecom

Slika 4: Aparatura Soxcap (levo) in aparatura Soxtec (desno) (foto: Drnovscek J.)

3.2.1.3 Postopek predelave olj¢nega olja

Postopek predelave oljk v OO v oljarni oz. torklji na Dobrovem v Goriskih Brdih poteka
na spodaj opisani nacin. Vecina analiziranih vzorcev je bila tam iztisnjenih, z izjemo
Crnice, ki je v manjsih koli¢inah in smo jo zato predelali v manjsi torklji v Sempetru pri
Novi Gorici. Oljkarji se z oljarno najprej dogovorijo glede Casa prevzema, da je le-ta ¢im
krajsi in organiziran. Oljarji oljke prevzamejo in jih stehtajo. Sledi prva faza, kjer gredo
oljke na pranje v vodi. Transporter jih nato vodi v mlin, kjer se oljke zmeljejo in padejo v
prvo mesalno posodo. Ko se mletje konca, masa potuje v naslednjo mesalno posodo. Ko je
prva posoda izpraznjena, lahko vanjo meljemo Ze naslednje oljke. Masa se v meSalnih
posodah mesa priblizno od 45 do 60 minut, ob stalnem nadzoru temperature, ki ne sme
prese¢i 27 °C. Temperaturo uravnavajo termostati, ki vklapljajo in izklapljajo vodne
¢rpalke. Te posiljajo toplo vodo v dvo-oploSéena korita, kjer se zmes zmletih oljk stalno
mesa. Tam se pri optimalni temperaturi in ¢asu zacne izlocati olje iz celi¢nih sten. Zmes
gre nato v stiskalnico s kontinuiranim delovanjem, kjer se loci trdi del — tropine od olja in
vegetacijske vode. Tudi olje pritece iz stiskalnice lo¢eno od vegetacijske vode. Ce Zelimo
olju Se bolj povecati Cistost, ga Se dodatno separiramo s pomocjo separatorjev, ki delujejo
na principu specificne mase. Poleg olja uporabijo tudi vegetacijsko vodo. Oljkarji od tu
olje v transportnih posodah odpeljejo domov, kjer ga hranijo pri skladis¢nih pogojih za
00. Olje je ze takoj primerno za uporabo, vendar ga ni priporocljivo takoj stekleniciti
zaradi moznosti nastanka usedline. Ta usedlina zmanjSuje zivljenjsko dobo olja ter
povecuje kvarljivost. Olje se po dolocenem casu samo zbistri, odvisno od sorte, letnika,
tehnologije predelave. Ta &as obiajno traja od 1 do 3 mesecev. Ce Zelimo takoj po
predelavi bistro olje, ki je tako tudi najprimernejSe za stekleniCenje, ga dobimo s
postopkom filtracije.
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3.2.1.4 Mascobno kislinska sestava plodov in olja

Mascobne kisline (MK) smo dolocili kot metilne estre masc¢obnih kislin (MEMK)
(modificirana metoda povzeta po Parku in Goinsu, 1994). Pripravili smo raztopino
internega standarda (IS) tako, da smo 0,11039 g C17:0 raztopili v 5,2 g topila, ki smo ga
pripravili iz metanola (MetOH) in heksana. Skupna masa raztopine je bila 5,31039 g in
koncentracija standarda 2,0788 %. Masi 20 mg mase plodov ali enaki masi olja smo
pritehtali 100 pL raztopine IS. Zmesi smo dodali 300 pL diklorometana in 3 mL sveze
pripravljene raztopine natrijevega hidroksida (NaOH) v metanolu (0,5 M). Reakcijsko
zmes smo segrevali v vodni kopeli 50 minut na 90 °C, med segrevanjem smo vijale ro¢no
stresali. Po hitrem hlajenju v vodi smo dodali 3 mL 14 % borov trifluorid (BF3) v metanolu
in ponovno segrevali v vodni kopeli za 10 minut na 90 °C. Ohlajeni raztopini smo dodali 3
mL 10 % raztopine natrijevega klorida (NaCl) za povecanje ionske jakosti ter 1,5 mL
heksana. Vse skupaj smo mocno stresali 1 minuto, zaradi ¢im boljse ekstrakcije MEMK iz
vodne faze v nepolarno heksansko fazo ter zmes centrifugirali pri 1700xg obratih za 5
minut. Heksansko fazo smo odpipetirali v temne vijale in MEMK v vzorcu dolocili s
plinsko kromatografijo. Vsak vzorec smo analizirali v treh paralelkah.

Slika 5: Plinski kromatograf Agilent 6890N (foto: Drnovscek J.)

Opis instrumenta

Za plinsko kromatografijo smo uporabili plinski kromatograf Agilent Technologies 6890N
s pripadajoCo opremo, plamensko ionizacijskim detektorjem (FID) in pripadajocim
programom za obdelavo podatkov (GC Chem Station). Uporabili smo kolono SUPELCO -
SPB PUFA; 30 m x 0,25 mm x 0,2 um. Temperatura kolone je bila 210 °C, detektorja
260 °C in injektorja 250 °C. Volumen iniciiranja je bil 1,0 uL in tlak na injektroju 31,6 psi.
Nosilni plin je bil helij s pretokom 1 mL/min. Pretok dus$ika je bil 45 mL/min, vodika 40
mL/min in zraka 450 mL/min. Plamensko ionizacijski detektor pirolizira organske spojine,
odziv detektorja se zapise kot vrhovi na kromatogramu, integrator izracuna povrsino vrhov
za posamezno mascobno kislino. Vrhove smo identificirali s standardno zmesjo metilnih
estrov mascobnih kislin na osnovi internega standarda.
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Izracun deleZa mas€obnih kislin v olju

S pomocjo povrSine vrhov za posamezne MK na kromatogramu smo izracunali
koncentracijo posameznih metilnih estrov mascobnih kislin. Iz podatka o masi raztopine IS
in njegove koncentracije smo izracunali maso internega standarda, m,;, za vsak vzorec.
Koeficient posamezne MK (F;) ter internega standarda (Faii7) smo izracunali kot razmerje
molske mase MK in molske mase MEMK. Po spodnji enacbi (5) smo izracunali delez
posamezne MK (g/100 g olja). Vsak vzorec smo analizirali v treh paralelkah in rezultate
podali kot povprecje.

Delez MK, wi (g MK/100 g) smo izracunali po enacbi:
wi = (A7 Faim172100)/(417%F air7<my;,) ..(5)

w; — delez posamezne MK (g MK/100 g olja)
A;j— povrsina posamezne MK

FAi— koeficient posamezne MK

m7— masa internega standarda (C17:0) (mg)
Ay7—povrsina internega standarda

Fai17 - koeficient internega standarda (= 0,9508)
My, — masa vzorca (mg)

3.2.1.5 Proste mas¢obne kisline

Koli¢ino prostih mascobnih kislin (FFA) lahko izrazimo kot odstotek oleinske kisline, ki v
uteznih odstotkih pove, koliko je v preizkusanem olju te kisline (modificirana metoda
povzeta po ISO 660, 2014).

Postopek
V Erlenmeyerjevo buco smo stehtali 5,0 g olja, prelili s 30 mL nevtralizirane zmesi

dietiletra in 96 %-nega etanola (EtOH) ter pretresli. Kot indikator smo uporabili nekaj
kapljic fenolftaleina in titrirali z 0,1 M raztopino natrijevega hidroksida, pripravljenega po
navodilih proizvajalca do pojava roznate barve. Za slepi vzorec smo namesto olja stehtali
vodo, nadaljnji postopek je bil enak.

Odstotek oleinske kisline (ut. %) smo izraCunali po nasledn;ji formuli:
% oleinska kislina=(((10%(¥VNaoH,vz—VNaoH,s1.) )/ Molja) X 0,282 ...(6)

VNaom.vz - volumen oz. poraba 0,1 M raztopine NaOH za vzorec (mL)
VNaom, s1. - volumen oz. poraba 0,1 M NaOH za slepi vzorec (mL)

3.2.1.6 Peroksidno Stevilo

Peroksidno 3tevilo (PS) je definirano kot mnozina 0, (mmol) v kilogramu masc¢obe.
Metoda je povzeta po AOAC 965.33 (1999).
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Postopek
V Erlenmeyerjevo bu¢o smo stehtali 5,0 g olja. Dodali smo 30 mL zmesi ledene ocetne

kisline in kloroforma ter premesali, da se je lipid raztopil. Dodali smo $e 0,2 mL nasicene
raztopine kalijevega jodida in ponovno stresali. Razredcili smo z 20 mL vode, dodali
indikator raztopino Skrobovice in takoj titrirali z 0,01 M raztopino natrijevega tiosulfata do
razbarvanja.

Peroksidno $tevilo, PS, (mmol O./kg olja) smo izradunali iz zveze:
PS=(Va2s203%CNa2s203% 10}/ (2% Mo1ia) (7

V'Na2s203 - volumen oz. poraba natrijevega tiosulfata (mL)
CNa2s203 — koncentracija natrijevega tiosulfata (mol/L)

3.2.1.7 Dolo¢anje skupnih fenolnih spojin (sFS) v plodovih oljk in olju

Folin-Ciocalteu metoda

Metoda temelji na spektrofotometricnem dolocanju koncentracije skupnih fenolov z
merjenjem absorbance obarvanega kompleksa, ki nastane pri oksidaciji fenolnih spojin v
alkalnem mediju. Postopek dolocCanja sFS v preiskovanih ekstraktih je povzet po metodi, ki
jo je opisal Gutfinger (1981).

Ekstrakcija FS iz plodov

Razkoscicene plodove oljk (15 g) smo strli v terilnici s pomocjo tekoCega duSika. Pasto
smo homogenizirali s 180 mL topila etanol:voda (70:30 v/v) z ultraturaksom in filtrirali.
Ekstrakcijo fenolnih spojin smo izvedli z vakuumsko ¢rpalko za rotavapor za 15 minut pri
50 W in 60 % polnih obratov. Tekom ekstrakcije smo kontrolirali temperaturo, da ni
presegla 25 °C. Stehtano ekstrakcijsko zmes smo razdelili v 3 ali 4 paralelke in topilo
odparevali najprej s pomocjo speedvaca pri temperaturi 30-38 °C za 2 uri in nato Se
liofilizatorja za 48 ur. Stehtan suhi preostanek smo raztopili v 15 mL 96 % etanola.

Ekstrakcija FS iz olja

Iz 1,5 g olja smo fenolne spojine ekstrahirali s 3 mL 80 % metanola (metanol:voda, 80:20,
m/m) tako, da smo zmes stresali na vrtinéniku 5 minut, nato smo zmes topila in olja
centrifugirali 12 minut pri 9000 obratih/minuto. 2 mL metanolnega ekstrakta smo
odpipetirali v epice in shranili v hladilniku za nadaljnje analize.

Priprava vzorcev za dolocanje fenolnih spojin

Po ustrezni razredc¢itvi smo z mikropipeto prenesli 25 pl razredCenega ekstrakta v dve
1,5 mL centrifugirki in dodali 175 pL metanola. Tako smo imeli dve paralelki z 200 puL
metanolne raztopine fenolnih spojin. V vsako paralelko smo dodali 125 pL Folin-Ciocalteu
reagenta (FC) (razredCili smo z vodo v razmerju 1:2, v/v), 150 uL 20 % raztopine
natrijevega karbonata in Se 525 pL bidestilirane vode. Volumen meSanice je znasal 1 mL.
Pri oljkah smo reakcijsko zmes centrifugirali 10 minut pri 3000 obratih/minuto s Tehtnico
Centric 200 in izmerili absorbanco po 40 minutah pri valovni dolzini 765 nm. Pri vzorcih




Drnovscek J. Vpliv sorte oljke (Olea europaea) na kemijske in dielektri¢ne lastnosti plodov in olja.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

olja smo mesSanico centrifugirali 6 minut pri 13000 obratih/minuto in po 34 minutah
izmerili absorbanco pri valovni dolzini 765 nm.

Poleg vzorcev smo pripravili tudi slepi vzorec, kjer smo namesto razredCenega vzorca
odmerili 200 pL metanola. Vsebnost FS smo izmerili na podlagi umeritvene krivulje, ki
smo jo pripravili na osnovi galne kisline.

Priprava umeritvene krivulje

Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili galno kislino. V 25 mL bucko smo odtehtali
10 mg galne kisline, dopolnili do oznake z bidestilirano vodo ter premeSali. Tako smo
pripravili osnovno raztopino z masno koncentracijo (ygk.) 400 pg/mL, ki smo jo kasneje
razredcili za faktor 10. V centrifugirke smo odmerili razli¢ne volumne razred¢ene osnovne
raztopine ter v skladu s FC metodo izmerili absorbanco pri 765 nm. V preglednici 4 so
prikazani volumni osnovne raztopine (masna koncetracija 40 pg/mL), ki smo jih odmerili v
reakcijsko mesSanico, masna koncentracija galne kisline v reakcijski mesanici (ygk) in
vrednosti izmerjene absorbance.

Preglednica 4: Volumen osnovne raztopine (V), masna koncentracija galne kisline v reakcijski meSanici
(vox.) ter pripadajoca absorbanca A-4s

V(uL) Yox-(ng/mL) Azes
25 1 0,13747
50 2 0,29003
75 3 0,41089
100 4 0,56975
125 5 0,69715
150 6 0,82713

Iz masne koncentracije in izmerjene absorbance galne kisline smo narisali umeritveno
krivuljo, ki je prikazana na sliki 6. Z linearno regresijsko analizo smo izracunali koeficient
premice (k). Vrednost & je 0,1393 £0,0009, (r* = 0,9997).
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Slika 6: Umeritvena krivulja z galno kislino v odvisnosti absorbance pri 765 nm od masne koncetracije galne
kisline
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Masno koncentracijo FS (yrs) v reakcijski meSanici smo izracunali iz zveze:

"{FS=A765/k ---(8)
kjer je A7¢s povprecna vrednost absorbance dveh paralelk za posamezni vzorec.

Vsebnost sFS v oljkah in olju smo izracunali s pomocjo absorbance iz masne koncentracije
sFS v reakcijski meSanici in masi oljk ali olja ter izrazili kot mg galne kisline na g oljk ali
0O0.

3.2.1.8 Dolocitev antioksidativne ucinkovitosti (AU) ekstrakta fenolnih spojin z metodo
DPPH-

Metodo so opisali Brand-Williams in sod. (1995) in temelji na spektrofotometricnem
sledenju spremembi barve stabilnega prostega radikala DDPH-, ki absorbira svetlobo pri
517 nm.

Priprava reagenta
Najprej smo pripravili 0,1 mM raztopino DPPH- tako, da smo v 100 mL bucko odtehtali 4
mg DPPH- in ga raztopili do oznake s 100 % metanolom.

Priprava vzorcev za doloc¢anje antioksidativne u€inkovitosti

Pri pripravi ekstraktov plodov smo v kivete odmerili razlicne volumne ekstraktov in topila
(96 % etanol), tako, da je skupni volumen znaSal 240 uL. Pri ekstraktih olja smo za topilo
uporabili 80 % metanol. Dodali smo 2760 pL 0,1 mM DPPH- raztopine, vzorce postavili v
temo in po 30 minutah merili absorbanco pri valovni dolzini 517 nm. Ob tem smo
pripravili tudi kontrolni vzorec na enak nacin, le da smo namesto ekstraktov v epruveto
odmerili 240 uL 96 % etanola.

Izracun antioksidativne ucinkovitosti
Izratun DPPH- je potekal po formuli:

% DPPH: = (A517/Ak517)><100 .. (9)

As17— absorbanca vzorca pri valovni dolzini 517 nm
Ays17— absorbanca kontrole pri valovni dolzini 517 nm

EDS():SO %/k (10)

EDsy— koncentracija, ki povzro¢i 50 % inhibicijo radikala DPPH-
k —naklon premice odvisnosti deleza DPPH- od koncentracije FS v reakcijski mesanici
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3.2.1.9 Dielektri¢na konstanta

Dielektricne lastnosti oljk in olja smo merili s kapacitivno metodo z uporabo celice za
merjenje dielektricnih lastnosti teko¢ih vzorcev Agilent, 16452A in LCR merilnikom
Agilent, E4980A.

Celica za merjenje dielektri¢nih lastnosti

Celica je kondenzator, ki omogoca doloCanje dielektricne konstante preko meritev
impedance. Sestavljena je iz dveh paralelnih elektrod z dolo¢enim razmikom, med kateri
nanesemo vzorec, olje ali pasto iz plodov. Celica lahko deluje pri napetosti od 30 V in v
podrocju frekvenc od 20 Hz do 30 MHz. Meritve se lahko izvajajo pri temperaturah med -
20 do +125 °C. Celico povezemo z LCR metrom s povezovalnim kablom.

Impedanca je sestavljena iz realnega dela — upornosti in imaginarnega dela — reaktance, na
instrumentu smo za dolocitev teh dveh parametrov izbrali funkciji kapacitivnost Cp in
upornost Rp, kjer indeks p pomeni, da smo za meritve v celici - kondenzatorju izbrali
paralelno nadomestno vezavo kondenzatorja in upora.

Odprtina za =

o

o izstop zraka ob ﬁ\ =
Vijaki zla . . polnjenju Eﬁ’ﬂt ()
sestavijanje celice A B
Ventilza - . .
polesje. &7
i, /j
\ ) \J .(f
e '\‘. J |
- W 9,
(¢ J _ Kovinski distanénik i
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Slika 7: Celica za merjenje dielektri¢nih lastnosti tekoc¢ih in poltekocih vzorcev (Agilent Technologies,
2000)

Merjenje z LCR metrom

LCR Meter Agilent, E4980A omogoca meritve realnega in imaginarnega dela impedance v
merilnem obmocju frekvenc od 20 Hz do 2 MHz pri napetosti od 100 uV do 2 V. Pri
meritvah dielektri¢nih lastnosti paste iz oljk in olja smo izvajali meritve Cp in Rp v
razli¢nih frekvenénih obmogjih, in sicer med 20 Hz in 200 Hz po korakih po 20 Hz, med
200 Hz in 2 kHz v korakih po 200 Hz, med 2 kHz in 10 kHz v korakih po 500 Hz, med 10
kHz in 100 kHz v korakih po 5 kHz, med 100 kHz in 2 MHz v korakih po 50 kHz. Celoten
proces merjenja je potekal avtomatizirano z uporabo racunalnika ter pripadajoco
programsko opremo. Vsak vzorec oljk smo izmerili v 3 paralelkah pri temperaturi 20 °C.
Vsak vzorec olja smo izmerili v 2 paralelkah, pri temperaturah 20 °C, 25 °C, 35 °C in
50 °C.
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Slika 8: Fotografija sistema celice, merilnika za merjenje impedance, termostata in uporovnega termometra
(foto: Drnovscek J.)

Termostatiranje vzorcev

Za termostatiranje vzorcev smo uporabili termostatsko kopel, plinasti termometer z
merilnim obmocjem -200 do 420 °C in digitalni termometer z natancnostjo + 0,005 °C.
Temperaturo smo nastavljali rono na termostatski kopeli in jo preverjali z digitalnim
termometrom. Meritve smo izvedli, ko je bila temperatura konstantna vsaj 5 minut in smo
dosegli natan¢nost temperature + 0,05 °C.

Priprava vzorcev

Plodove oljk smo v terilnici s pomocjo tekocega dusika strli v homogeno zmes. Strto meso
oljk smo napolnili v celico za tekoce in poltekoce vzorce. Izmerili smo kapacitivnost in
upornost strtega mesa oljk, Cpplod in Ry plod. Olje smo posusili in razplinili z meSanjem 30
minut pri 0,10 bara in sobni temperaturi dokler mehurcki plinov niso izginili. Vzorce olj
smo v celico napolnili s pomocjo 5 mL injekcijske igle.

Ciscenje celice
Po vsakem vzorcu je bilo potrebno celico temeljito odcistiti. Celico smo osusili, izto¢ili
vsebino ter jo izpirali s Cistilom za CiScenje elektrod, ki odstranjuje masc¢obo, z vodo in s

wrv v

ohisja celice smo uporabili izkljuéno stani¢evino.

Izraduni dielektriénih lastnosti olja

Dielektricno konstanto (€¢') olja smo izracunali po naslednji formuli (Midmore in sod.,
1987):

g = (Cp-Cs)/Kc ..(11)

Cp [0 kapacitivnost olja
Kc — konstanta celice, dolo¢ena pri kalibraciji z zrakom in cikloheksanom
Cs — korekcija zaradi razprSene kapacitivnosti, dolo¢ena z zrakom in cikloheksanom



Drnovscek J. Vpliv sorte oljke (Olea europaea) na kemijske in dielektri¢ne lastnosti plodov in olja.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

26

Za faktor dielektri¢ne izgube (¢'") smo uporabili formulo:

e"'=1/(2x fxnxRpxKc) ...(12)
f — frekvenca

T — matemati¢na konstanta (3,14159)

Rp —upornost

Za izracun specifi¢ne elektri¢ne prevodnosti () formulo:

o=¢,/(Rp*Kc) ...(13)
&,— elektricna konstanta vakuuma (8,854 % 1012 FXm’l)

Umeritev celice za izracun dielektri¢nih lastnosti olja

Pred izvedbo meritev vzorcev je bilo potrebno izvesti kalibracijo sistema pri enakih
pogojih kot so potekale meritve. Pri kalibraciji sistema za meritve dielektri¢nosti olja smo
uporabili cikloheksan in zrak.

Celico smo napolnili s cikloheksanom in zrakom ter pri vsaki frekvenci in temperaturi
izmerili Cp in Rp. Konstanto celice smo izracunali po vzoru Midmore in sod. (1987):

Rer™ (€ — €/ (3g— 1) ...(14)
Keyp v konstanta celice pri frekvenci f

Co e kapacitivnost vode pri frekvenci f

Ci . kapacitivnost zraka pri frekvenci f

€y eeeeeennn dielektricna konstanta cikloheksana

Cor voveenennn korekcija kapacitivnosti dolo¢ena pri kalibraciji pri frekvenci f
Cqs e konstanta celice pri frekvenci f
Keyp oo kapacitivnost zraka pri frekvenci f

Povprecno vrednost konstante celice, K¢ in faktor za korekcijo kapacitivnosti Cc smo
izracunali kot povprecje v obmocju frekvenc med 10 kHz in 500 kHz, kjer se ti dve
konstanti ne spreminjata s frekvenco. Vrednost dielektricne konstante cikloheksana in
konstante celice ter faktorja za korekcijo kapacitivnosti smo zbrali v preglednici 5.
Vrednosti dielektricne konstante cikloheksana smo poiskali v literaturi (Malanowski in
sod., 1979).
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Preglednica 5: Dielektricna konstanta cikloheksana (e¢,) konstanta celice (K¢) in faktor za korekcijo
kapacitivnosti (C¢) pri temperaturah od 20 do 50 °C

T(CO) | eq Kex10" Ccx10"

20°C 2,0228 3,2866 + 0,0007 1,534 & 0,006
25°C 2,0153 3,2785 + 0,0006 1,451 + 0,006
35°C 1,9994 | 3,2655 + 0,0005 1,184 + 0,004
50°C 1,9732 1 32655 + 0,0002 0,81 = 0,006

Izracun dielektri¢nih lastnosti oljk
Specificno elektrino prevodnost (opi0a) dielektricno konstanto (&ph04) 1n faktor izgub
(&"ploa) strtega mesa oljk, smo izraCunali z naslednjimi enacbami:

Oplod = ONaC1*RpNacl/ Rpplod ...(14)

Onaci— specificna elektri¢na prevodnost natrijevega klorida
RpNac1— upornost natrijevega klorida
Rp plod — upornost strtega mesa oljk

g”plod: O-plod/(zfoTEXSO) (15)

f — frekvenca
T — matemati¢na konstanta (3,14159)
€, — elektri¢na konstanta vakuuma (8,854x10™"2 Fxm™)

g'plod = ngaCI /(Cp,NaCl>< Cp,plod) .. (16)

&'Nac1 — dielektri¢na konstanta natrijevega klorida
CpNaci — kapacitivnost natrijevega klorida
G plod — kapacitivnost strtega mesa oljk

Umeritev celice za izracun dielektri¢nih lastnosti oljk

Pri kalibraciji sistema za oljke smo uporabili raztopino natrijevega klorida s koncentracijo
0,03511 mol/L, ki ima specificno elektricno prevodnost, ow.c1= 0,3273 Sxm™ in
dielektricno konstanto, exac1= 79,4. Za to raztopino smo za oba parametra Cpnaci 10 RpNacl
izmerili pri 20 °C in pri enakih frekvencah kot pri olju in oljkah.

Izracun temperaturne odvisnosti dielektri¢ne konstante in faktorja dielektri¢nih izgub olja
Odvisnost dielektricne konstante in faktor dielektri¢nih izgub v odvisnosti od temperature
smo dolocili z naslednjo enacbo:

e=A+BT+CTI* (17)

A, B, C — korelacijski koeficienti funkcije
T, T - temperatura
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3.2.2 Statisti¢na analiza

Za statisticno analizo smo uporabili osebni racunalnik in program Excel (Kosmelj, 2007).

Enostavni statisti¢ni rauni
Izracunali smo povprecne vrednosti meritev po naslednji enacbi:

x[] = (0" X"/n
...(18)

x[] — povpre¢na vrednost
n — Stevilo vzorcev
X; — vrednosti i-te meritve

Napaka aritmeti¢ne sredine - standardni odklon smo izracunali po naslednji enacbi:

SD=.¢EX$— = L1 ...(19)

SD — standardni odklon

X;— vrednosti i-te enote vzorca
x L[] — aritmeti¢na sredina vzorca
n — Stevilo vseh vzorcev

Linearna regresijska analiza

Pri opisu umeritvenih krivulj, dolocitvi ECsy in odvisnosti dielektricne konstante olja od
temperature smo uporabili linearno regresijsko analizo. Z metodo najmanjSih kvadrantov
smo izraCunali parametre premice, naklon in odsek premice, njun standardni odklon ter
kvadrat korelacijskega koeficienta premice.

Nelinearna regresijska analiza

Za doloCanje odvisnosti faktorja dielektricnih izgub od temperature smo uporabili
nelinearno regresijsko analizo. Empiri¢ne konstante te relacije in kvadrat korelacijskega
koeficienta smo izrac¢unali z metodo najmanjsih kvadratov.

Dunconov test

Pri nekaterih poskusih: mascobno kislinski sestavi oljénega olja, prostih maScobnih
kislinah, peroksidnem S$tevilu, skupnih fenolih olja in dielektri¢nih lastnostih smo zbrane
podatke uredili s programom EXCEL XP. Tako urejene podatke smo statisticno obdelali z
racunalniSkim programom SAS (SAS Software. Version 8.01, 1999). Srednje vrednosti za
eksperimentalne skupine so bile izra¢unane z Dunconovim testom in primerjane pri 5 %
tveganju.



Drnovscek J. Vpliv sorte oljke (Olea europaea) na kemijske in dielektri¢ne lastnosti plodov in olja.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

4 REZULTATI

4.1 SESTAVA OLJK

Ko so plodovi Ze precej razviti in je koSCica ze otrdela — zacCetek avgusta, se pricne tvorba
mascob v plodovih. Postopno dozorevanje je genetsko pogojeno, poleg tega vplivajo tudi
okoljski dejavniki in agrotehnika (Vesel in sod., 2009). V spodnji preglednici je podana
sestava oljk glede na vsebnost vode in vsebnost mascobe za posamezne sorte. Oljke so bile
obrane v razli¢nih terminih, odvisno od sorte in dozorelosti oljk.

Preglednica 6: Vsebnost vode in vsebnost mascobe za posamezne sorte oljk

vzorec Wino (%) Wmascobe (70)
Drobnica 64,5+1,2 35,5+0,2
Leccino 63,1+0,1 34,5+3,5
Crnica 68,4 + 0,04 31,6 £ 6,8
Buga 67,0+ 1,6 354+27
Belica 61,3+0,7 387+ 14

V preglednici 6 lahko vidimo, da se tako vsebnost vode kot tudi vsebnost mas¢obe med
sortami ni precej razlikovala. Crnica se je izkazala kot sorta z najvedjo vsebnostjo vode
68,4 %, medtem ko smo najmanjSo dolo¢ili pri Belici 61,3 %. Smo pa v Belici dolo¢ili
najvigjo vsebnost magéobe 38,7 % in v Crnici seveda najniZjo vsebnost mas¢obe 31,6 %.

Avtorji Dabbou in sod. (2009) navajajo, da so v oljkah treh razli¢nih sort iz Tunizije
dolocili nizje vrednosti za vsebnost vode ter visje vrednosti za vsebnost mascobe. wipo je
znaSala od 42,03 % do 50,78 %, vsebnost mascob od 35,41 % do 50,63 %, kar je precej
vec kot v nasih analizah.

Avtorji Sakouhi in sod. (2011) so dokazali, da na akumulacijo mas¢ob v plodu oljke in na
mascobno kislinsko sestavo vplivajo faze zorenja oljke. Ugotovili so, da sta teza plodov in
delez mascob odvisna od klimatskih pogojev obravnavanega obmocja. Razvoj in
dozorevanje plodov je pogojeno s kombinacijo biokemijskih in fizioloskih sprememb, ki
nastajajo pri dozorevanju plodov. Tako so dolo¢ili, da je najboljsi Cas za obiranje, ko so se
skupni lipidi najbolj akumulirali.
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4.2 MASCOBNO KISLINSKA SESTAVA OLJK IN OLJA

Preglednica 7: Poglavitne mascobne kisline v oljkah izrazene kot g mascobne kisline na 100 g mascobnih

kislin
OLJKE (g MK/100 g MK)

MK Buga Belica Drobnica Leccino Crnica
Cl16:0 11,4 +1,00 11,0+ 0,70 9,40 £ 0,60 11,6 £ 0,40 11,7 +0,90
Clé:1 0,00 £ 0,00 1,09 £ 0,06 1,09 +0,16 1,46 = 0,04 2,78 £ 0,43
C18:0 | 0,63 +0,56 1,42 +0,13 1,35+ 0,06 0,80 + 0,70 1,06 + 0,04
C18:1 81,0+ 6,70 79,3 £+ 4,30 75,3 £ 3,80 74,9 £ 3,10 66,7+ 4,10
Cl18:2 | 5,60+0,40 5,90 + 0,40 4,50 + 0,50 4,10+ 0,20 6,30 + 0,50
C18:3 | 0,82+0,09 0,80 +0,10 0,57 +0,05 0,68 + 0,08 0,80 + 0,07
C20:0 | 0,43 +0,04 0,41 + 0,04 0,43 £0,07 0,33+ 0,07 0,36 + 0,04

Preglednica 8: Poglavitne mascobne kisline v oljih izrazene kot g masc¢obne kisline na 100 g mascobnih

kislin
OLJE (g MK/100 g MK)

MK Buga Belica Drobnica Leccino Crnica
C16:0 | 10,7+02% | 10,7+0,04° | 11,0+0,13° 11,9 +0,01° 11,8 £0,.22°
Cl6:1 | 1,29+0,10° | 1,30+0,10° | 1,27+0,01° 1,32+ 0,01° 1,64 +0,02°
C18:0 | 1,64+0,07° | 2,25+0,03" | 1,59+ 0,06 1,53+ 0,01 | 1,49+0,10%
C18:1 | 80,8+ 1,20* | 79,4+ 0,40° | 78,8+ 0,96 78,9 +0,02¢ 78,7 +1,32°
C18:2 | 4,50+0,05° | 5,34+0,04" | 6,25+0,05" 5,35+0,01¢ 5,34+ 0,06°
C18:3 | 0,69+0,01* | 0,56+0,01" | 0,69+0,01° 0,68 +0,02° 0,69 + 0,02°
C20:0 | 0,34+ 0,06° | 0,45+ 0,04™ | 0,42 + 0,05 0,37 +0,01° 0,37 +0,01°

Vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisticno znacilno razlikujejo (Dunconov
test o = 0,05)

Iz preglednic 7 in 8 lahko razberemo mascobno kislinsko sestavo oljk in olja. Prav tako
lahko dolo¢imo dominantno MK enkrat nenasi¢eno oleinsko kislino, kar so potrdili ze
Stevilni avtorji. Njena vsebnost variira od 66,7 % pri oljkah Crnica do 81,0 % pri Bugi. Pri
olju vsebnost variira od 78,7 % pri Crnici do 80,8 % pri Bugi. Pri oljkah so variance
oleinske kisline nekoliko vec¢je kot med samimi olji. Druga najbolj zastopana pri oljkah je
nasi¢ena palmitinska kislina, ki dosega v Drobnici 9,40 % do 11,7 % v Crnici, tej v
manjsih koli¢inah sledi linolna kislina. Ostale MK kot so palmitoleinska, stearinska,
linolenska in arahidinska kislina se pojavljajo v nizjih koncentracijah, okoli 1 % do 2 %
tudi manj.

Vse te spremembe lahko povezemo z veliko dejavniki. Velik vpliv imajo vsekakor zunanji
dejavniki, sorta, dozorevanje plodov ter tudi ¢as obiranja.
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Avtorji Dabbou in sod. (2009) so na obmocju Tunizije preucevali kakovost Sestih razli¢nih
sort oljk. Med drugim so analizirali tudi mas¢obno kislinsko sestavo olja in ugotovili
razlike med sortami. Te razlike so opisali pri treh najbolj zastopanih MK, te so oleinska,
linolna in palmitinska kislina. Vsebnost oleinske kisline se je pri sorti Koroneiki gibala od
76,8 % do 57,9 % pri sorti Chemlali Sflax. Analizirani kultivarji gojeni v suSnih obmocjih
proizvajajo OO z razlicnimi lastnostmi. Pri enakih sortah so vsebnost linolne kisline
dolocili od 11,1 % do 18,2 % ter za palmitinsko kislino pri sortah Coratina od 11,1 % do
18,2 % pri sorti Chemlali Sflax. S pomocjo preglednice 8 lahko razberemo, da se vsebnost
posameznih MK med briskimi in tunizijskimi olji razlikuje ter, da je mas€obno kislinska
sestava odvisna tudi od zemljepisne Sirine.

Nekateri avtorji so proucevali vsebnost MK glede na zorenje plodov. Yorulmaz in sod.
(2013) navajajo, da so se nekatere MK kot npr. stearinska, palmitinska in linolenska kislina
z dozorevanjem koli¢insko znizale, vzrok je v vezavi MK na celi¢ne membrane, medtem
ko sta se linolna in palmitoleinska kislina koli¢insko povecali. Bengana in sod. (2013) so
pokazali, da je naras¢anje MK v sestavi tesno povezano z zorenjem plodov ter, da je
vsebnost triacilglicerolov neodvisna glede na zorenje. Z zorenjem oljk se povecuje delez
veckrat nenasi¢enih MK, s tem se veca tudi obcutljivost OO na oksidacijo.

4.3 PROSTE MASCOBNE KISLINE (FFA) IN PEROKSIDNO STEVILO (PS) OLJA

Kislinsko stevilo olja (KS) ali kislinska stopnja dolo¢a stopnjo hidrolize triacilglicerolov v
mono- in di-acilglicerole ter mascobne kisline. Kislost je lahko pokazatelj kakovosti
plodov pred predelavo oziroma razgradnje olja v plodu. Visoka kislost je lahko posledica
poskodovanih, gnilih, fermentiranih in/ali plesnivih plodov. Cim niZja je vrednost FFA,
kvalitetnejSe je olje.

PS je pokazatelj primarne stopnje oksidiranosti. Cim nizje je PS, kvalitetnejse je olje in
dalj ¢asa ga lahko hranimo. Visoka vrednost PS je lahko posledica vedje vsebnosti veckrat
nenasi¢enih MK, ki hitreje oksidirajo ter tudi neprimernega hranjenja olja — svetloba,
temperatura oziroma tudi starost olja (Bucar-Miklav¢ic in sod., 2010).

V preglednici 9 so podani rezultati analiziranih vzorcev olja za FFA in PS.

Preglednica 9: Vsebnost prostih mas&obnih kislin (v ut. %; kot oleinska kislina) in PS (v mmol O2 na kg
olja) v vzorcih OO

sorta % oleinske k. PS (mmol O2/kg olja)
Buga 0,113 + 0,005 2,93+ 0,16°
Drobnica | 0,123 +0,002% 2,70 + 0,09
Belica 0,132 + 0,002° 1,95 + 0,09¢
Crnica 0,114 +0,002° 2,08 + 0,08%
Leccino 0,0815+0,012° 3,28+0,11*

Vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisticno znacilno razlikujejo (Dunconov
test a = 0,05)
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V poglavju Zakonske osnove o olj¢énem olju so napisane mejne vrednosti za kemijske
parametre za kategorizacijo OO. Mejna vrednost za FFA pri EDOO je < 0,8 ut.%, za PS <
10 mmol Oy/kg olja (preglednica 1). Iz preglednice 9 lahko vidimo, da na$i vzorci na
podlagi teh dveh izmerjenih parametrov ustrezajo kategoriji Ekstra devisko oljcno olje.

Vecina avtorjev spremlja spreminjanje kakovostnih parametrov z daljSim casom
skladisCenja ali s segrevanjem. Tako so avtorji Xueqi in sod. (2014) opazovali parameter
PS pri skladi§¢enju in ugotovili, da PS doseze maksimum po 6 do 8 tednih skladis¢enja.
Nato se vrednost spet nekoliko zniza, vendar ne pade do prvotne vrednosti. Razlog za
naraiéanje PS je v ve&ji primarni oksidaciji z relativno visoko stopnjo hidroperoksidov, do
znizevanja peroksidnega Stevila po dolocenem casu pride zaradi razgradnje peroksidov v
sekundarne produkte oksidacije. Tudi avtorji Vakiari in sod. (2002) so opazili trend
povecanja PS v vzorcih OO, ki so bili skladi§éeni v temnem prostoru prvih 7 mesecev.

4.4 DOLOCANIE FS V PLODOVIH OLJK IN OLJU

Vsebnost FS tako v plodovih kot v olju smo doloc¢ili s FC reagentom, ki temelji na
spektrofotometri¢nem spreminjanju barve pri valovni dolzini 765 nm ter podatke zbrali v
preglednicah 10 in 11.

Preglednica 10: Odtehta oljk za pripravo ekstraktov, absorbcije reakcijskih zmesi s FC reagentom pri 765
nm, vsebnost FS v ekstraktu oljk in koncentracije FS v oljkah

vzorec oljk odtehta Al1765 A2765 v FS, ekstrakt * | sFS v oljkah **
(2) (ng/ml) (mg/g)

Drobnica 15 0,6457 £ 0,022 | 0,6591 £ 0,024 959 5,23
0,6906 + 0,022 | 0,7071 £ 0,024 981 5,28

Belica 15 0,8256 + 0,026 | 0,7143 £ 0,031 1223 6,66
0,8785 + 0,026 | 0,7763 £ 0,031 1070 5,76

Leccino 15 0,3740 + 0,014 | 0,3792 £ 0,016 557 2,97
0,4023 £ 0,014 | 0,4103 £0,016 567 2,95

Crnica 15 0,7692 + 0,031 | 0,7580 + 0,025 1149 6,64
0,8311 £ 0,031 | 0,8086 + 0,025 1124 6,36

Buga 15,04 0,5236 + 0,021 | 0,4801 £ 0,021 781 4,06
0,5648 + 0,021 | 0,5227 + 0,021 720 3,74

* ng galne kisline/mL raztopine ekstrakta
**mg galne kisline/g oljk

V preglednici 10 lahko vidimo, da pri oljkah vsebuje Crnica najve¢ FS, oljke Leccino
najmanj. Pri Crnici smo dolo¢ili vsebnost fenolov 6,5 mg/g, pri Leccinu 2,9. Te vrednosti
so v primerjavi z rezultati Manzin (2010) precej nizje. Avtor je za sorto Karbonaca dolocil
15,1 mg/g ter sorto Buza 8,7 mg/g fenolov. Razlogov za taka nihanja v razli¢nih
vsebnostih fenolov je veliko, kar so analizirali Stevilni avtorji. Tako so avtorji Patumi in
sod. (2002) preucili, da na prag FS v plodovih vplivajo tudi stresni pogoji, tako se npr. v
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suSnem letu zviSuje, v primeru uporabe namakanja znizuje. Ker so bile analizirane oljke iz
moje naloge obrane v olj¢niku z urejenim namakalnim sistemom, je mogoce tudi v tem
razlog za nekoliko nizje vrednosti FS v plodovih oljk.

Preglednica 11: Odtehta olja za pripravo ekstraktov, absorbcije reakcijskih zmesi s FC reagentom pri 765
nm, vsebnost FS v ekstraktu olj in koncentracije FS v olju

vzorec OO | odtehta OO A1765 A2765 v FS, ekstrakt* | sFS v OO**
(2) (ug/ml) (mg/g)
Buga 1,51 0,3978 + 0,0002 | 0,3459 + 0,0002 114 0,227
0,3981 + 0,0002 | 0,3462 + 0,0002 99,3 0,197
Belica 1,5 0,6083 + 0,0003 | 0,5962 + 0,0001 175 0,349
0,6078 + 0,0003 | 0,5960 + 0,0001 171 0,342
Drobnica 1,52 0,4562 + 0,0001 | 0,4841 + 0,0001 131 0,258
0,4561 + 0,0001 | 0,4839 + 0,0001 139 0,274
Crnica 1,5 0,5149 £ 0,0001 | 0,5435 + 0,0001 148 0,296
0,5151 +0,0001 |0,5433 +0,0001 156 0,312
Leccino 1,5 0,3533 +£0,0002 |0,3601 + 0,0001 101 0,203
0,3530 + 0,0002 | 0,3604 + 0,0001 103 0,207

* ng galne kisline/mL raztopine ekstrakta
**mg galne kisline/g olja

Preglednica 12: Statisti¢na analiza podatkov za vsebnost fenolnih spojin v olju

vzorec OO SFS v OO**
(mg/g)
Buga 0,212 +0,021¢
Belica 0,346 + 0,005
Drobnica 0,266 +0,011°¢
Crnica 0,304 +0,012°
Leccino 0,205 + 0,003¢

**mg galne kisline/g olja
Vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisticno znacilno razlikujejo (Dunconov
test o = 0,05)

Olje sorte Belica vsebuje najve¢ FS, sorta Leccino tako kot pri oljkah vsebuje najmanj FS.
Tako smo Belici dolo¢ili 0,35 mg/g in Leccinu 0,21 mg/g fenolov. Vsebnost FS je
statisticno enaka v vzorcih olja Buge in Leccina (preglednica 12). Za sorto Belica smo
predvideli, da bo vsebovala najvec FS v olju, kar so Ze Stevilni avtorji dokazali (Pandolfi in
sod., 2007; Bandelj in sod., 2014). Slokar (2010) je v vzorcih olja dolocila zelo raznolike
vsebnosti FS, in sicer od 0,043 mg/g do 0,530 mg/g. Nasi vzorci niso imeli tako velikih
nihanj, vrednosti se gibljejo v podobnem rangu.

Iz preglednic 10 in 11 lahko vidimo, da se vsebnost FS tekom predelave za isto sorto oljke
in olja spreminja. V oljih se ohrani manjsa vsebnost fenolov kot v plodovih oljke. Eden
izmed vzrokov je v vezavi fenolov na membrano in pogaco, tako da se le-ti ne ekstrahirajo.
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Ostalih razlogov za spremembe je Se veliko, od naravnih pogojev do nacina obdelave kot
tudi do nacina predelave iz oljk v olje, ki je pogojeno z dobro higieno.

Biofenole OO tvorijo sekoiridoidi, lignani ter flavonoidi, ki v veliki meri prispevajo k
aromi in okusu. Lignane in flavonoide pogosto najdemo tudi v drugih zivilih, kar je bil
razlog za zacetek raziskovanja fenolov. Lignani OO so pinorezinol, acetoksipinorezinol in
hidroksipinorezinol. Flavonoida predstavljata luteolin in apigenin. Znacilnost olj¢nih
biofenolov predstavljajo sekoiridoidi, kjer sta glavna predstavnika ligstrozid in oleuropein.
Ligstrozid in oleuropein, ki ju vsebujejo svezi plodovi, lahko zaradi poskodb ali pri sami
predelavi vstopita v tri mozne pretvorbene-reakcijske poti. Prvi dve sta encimskega izvora
in vodita do aldehidne oblike oleuropein (ligstrozid) aglikona ter do hidroksi oblike
oleuropein (ligstrozid) aglikona. Tretja pot je antioksidativen razpad sekoiridoida do
dialdehidne oblike oleuropein aglikona (O-Agl-dA) in dialdehidne oblike dekarboksimetil
oleuropein aglikona (DMO-dA). Enako se dogaja tudi z ligstrozidom. Te pretvorbe
potekajo vse dokler sekoiridoidi ne zreagirajo do svojih kon¢nih oblik — aromatskih
alkoholov tirosola in hidroksitirosola, s ¢imer postane tudi olje oksidativno Sibkejse
(Bandel;j in sod., 2014).

Uredba Komisije (EU) 432/2012, ki je bila objavljena leta 2012, doloca pravila za uporabo
zdravstvenih trditev o razli¢nih Zivilih. Za polifenole v OO navajajo trditev »Polifenoli v
olj¢nem olju prispevajo k zasciti lipidov v krvi pred oksidativnim stresom.« Uredba navaja,
da se trditev lahko uporablja samo za olj¢no olje, ki vsebuje vsaj 5 mg hidroksitirosola in
njegovih derivatov (npr. kompleks oleuropeina in tirosola) na 20 g oljénega olja. Za
navedbo trditve je potrosnike treba obvestiti, da se koristni ucinek doseze z dnevnim
vnosom 20 g olj¢nega olja.

Avtorji Bianco in sod. (2014) so preucevali koncentracije tirosola in hidroksitirosola,
sekoiridoidov in celokupnih biofenolov v svezih slovenskih oljih ter ocenili njihovo
nihanje med skladiS¢enjem, v odvisnosti od roka trajanja. Koncentracije olj so merili takoj
v svezem olju, v istem vzorcu olja po enem letu in po dveh letih. Avtorji so skladno z
ugotovitvami ostalih avtorjev dokazali, da so se koncentracije sekoiridoidov pomembno
zmanjSale po dveh letih, medtem ko so se koncentracije koncnih produktov
hidroksitirosola in tirosola povecCale. Tukaj je tudi razlog, da so se koncentracije
celokupnih biofenolov po dveh letih le znatno zmanjSale. Ugotovili so, da koncentracije
posameznih biofenolov prevladujejo v dolo¢eni sorti oljk. Tako so npr. za Istrsko Belico
znacilni DMO-Agl-dA, DML-Agl-dA, L-Agl-dA, medtem ko za Leccino DMO-Agl-dA in
0O-Agl-A. Ob primerjavi celokupnih biofenolov v svezih oljih, se le-ti lahko razlikujejo na
letni ravni. Primerjali so biofenole v svezem olju pridelane v letih 2011, 2012 in 2013 ter
dolocili najvisje koncentracije v oljih pridelanih 2012. Razlog je lahko v ekstremnih
vremenskih razmerah, kot je bila tistega leta suSa. Leto 2013 je bilo zaznamovano kot bolj
dezevno leto.

Pri analizah smo uporabili le FC metodo za dolocitev vsebnosti FS. Metoda FC je pogosto
uporabljena, vendar ni dovolj specificna. V zadnjem Casu se vse bolj uveljavljajo dolocitve
biofenolov s HPLC metodo, kjer lahko okarakteriziramo posamezne fenolne spojine
(Bandelj in sod., 2014).
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4.5 ANTIOKSIDATIVNA UCINKOVITOST OLJK IN OLJA NA OSNOVI
EKSTRAKTOV FENOLNIH SPOJIN Z METODO DPPH-

Antioksidativno uc¢inkovitost smo dolocili z metodo DPPH-, ki temelji na lovljenju barve iz
vijoli¢ne v rumeno, zaradi zmanjSanja vsebnosti reaktivne oblike radikala DPPH-. Dolo¢ili
smo tudi vrednost EDs, ki predstavlja koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski meSanici,
ki povzroci 50 % inhibicijo radikala DPPH..

Podatki za doloc¢anje AU, naklon in ECsy za oljke in olja smo zbrali v preglednicah 13 in
14. Na slikah 9 in 10 pa je prikazana odvisnost % DPPH-: od koncentracije FS v reakcijski
mesanici, ki je ostal v tej meSanici po 30 minutah. Vsakemu vzorcu smo dolocili tudi
naklon premice, k, s katerim lahko sklepamo o u¢inkovitosti lovljenja radikala. Vecji kot je
naklon premice, boljsa je sposobnost lovljenja prostih radikalov in nizja je vrednost EDs,

Preglednica 13: Izmerjene vrednosti absorbanc reakcijskih zmesi ekstraktov oljk pri 517 nm po 30 minutah,
masna koncentracija FS v reakcijski zmesi, delez DPPH-, ki je preostal v meSanici po 30 minutah, naklon
premice (k) ter vrednost ED50, ki podaja koncentracijo FS v reakcijski zmesi, ki povzro¢i 50 % inhibicijo
radikala DPPH-

vzorec v FS rke.z. | DPPH: (%) k EDs0
oljke AS517 (ug/mL) | t=30min (ng/mL)
Buga 0,867 2,50 78,1 -9,0839 5,50
0,637 5,00 57,5
0,483 6,25 43,6
0,347 7,50 314
Belica 1,025 0,955 91,1 -9,7059 5,15
0,914 1,91 81,2
0,794 2,87 70,6
0,709 3,82 63,0
0,608 4,78 54,0
Crnica 0,882 1,89 82,3 -10,329 4,84
0,759 2,84 70,8
0,618 3,79 57,6
0,553 4,74 51,6
0,459 5,68 42,8
Drobnica 0,922 1,62 83,5 -10,4 4,81
0,812 2,42 73,6
0,735 3,23 66,6
0,644 4,04 58,3
0,544 4,85 49,3
Leccino 0,655 3,75 59,3 -10,041 4,98
0,582 4,68 52,7
0,483 5,62 43,8
0,267 7,50 24,2
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Slika 9: Vsebnost DPPH" v procentih za posamezne sorte oljk v odvisnosti od koncentracije fenolnih spojin,
ki je ostala v reakcijski meSanici po 30 minutah

Iz slike 9 lahko lepo vidimo, da se premice prekrivajo, kar pomeni, da imajo enako
antioksidativno ucinkovitost. Za natancnejSo interpretacijo lahko iz preglednice 13
razberemo, da ima najbolj u¢inkovito sposobnost lovljenja sorta Drobnica, ki ima k= -10,4.
Najnizjo ucinkovitost lovljenja ima sorta Buga s k= -9,0839. Manzin (2010) je svojim
vzorcem oljk Karbonaca in Buza dolocil slabSo sposobnost lovljenja radikalov, saj so
vrednosti za EDsj znasale od 14,1 do 16,2 pg/mL.

V spodnji preglednici so podani rezultati za izmerjene vrednosti absorbanc pri olju, delez
DPPH., ki je ostal pri posameznem poskusu nezreagiran, naklon premice in EDsg. 1z teh
podatkov lahko natancno razberemo, katera sorta olja ima najvecji antioksidativni
potencial.
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Preglednica 14: Izmerjene vrednosti absorbanc reakcijskih zmesi ekstraktov olj pri 517 nm po 30 minutah,
masna koncentracija FS v reakcijski zmesi, delez DPPH-, ki je preostal v meSanici po 30 minutah, naklon
premice (k) ter vrednost EDsg, ki podaja koncentracijo FS v reakcijski zmesi, ki povzro¢i 50 % inhibicijo
radikala DPPH-

vzorec v FS rke.z. | DPPH: (%) k EDso
olje A517 (ug/mL) | t=30min (ug/mL)
Drobnica 0,795 1,80 86,3 -8,0055 6,25
0,663 3,60 72
0,530 3,40 57,6
0,371 7,20 40,3
0,241 9,00 26,2
0,149 10,80 16,2
Crnica 0,904 1,52 83,3 -9,6903 5,16
0,734 3,04 67,7
0,640 4,56 58,9
0,428 6,08 39,5
0,262 7,60 24,2
0,124 9,12 11,4
Buga 0,820 1,43 88,1 -6,6692 7,50
0,710 2,85 75,9
0,644 427 69,1
0,549 5,70 58,9
0,464 7,12 49,8
0,396 8,54 42,5
Belica 0,989 1,73 89,9 -5,8217 8,59
0,870 3,46 79,0
0,757 5,19 68,7
0,657 6,91 59,7
0,549 8,64 49.8
0,432 10,4 39,2
Leccino 0,995 1,37 90,9 -5,6307 8,88
0,898 2,73 82,0
0,816 4,10 74,5
0,723 5,46 66,1
0,671 6,83 61,3
0,583 8,20 53,3

Iz strmine premic na sliki 10 lahko razberemo, katera sorta olja ima boljsi antioksidativni
potencial (AOP). Sorta Crnica ima najvegjo udinkovitost za sposobnost lovljenja prostih
radikalov, njen k znasa -9,6903. Med najslabsimi se je pokazal ekstrakt sorte Leccino s k=
-5,6307. Ob primerjavi z rezultati Slokar (2010) so nasi vzorci pokazali boljSo sposobnost
lovljenja prostih radikalov. Avtorica navaja olje z najboljSo antioksidativno ucinkovitostjo
za vzorec, ki ima EDsy 7,5 pg/mL.
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Slika 10: Vsebnost DPPH" v procentih za posamezne sorte olj v odvisnosti od koncentracije fenolnih spojin,
ki je ostala v reakcijski meSanici po 30 minutah

Antioksidativno ucinkovitost smo izmerili tudi standardu troloks. Troloks je sinteticni
standard, ki ima fenolni del podoben tokoferolom in spada med fenole. Troloks je topen v
metanolu, zato se ga uporablja za »nadomestek« tokoferola in obenem kot primerjavo za
ugotavljanje sposobnosti lovljenja prostih radikalov razli¢nih fenolnih spojin. Rezultate za
troloks smo predstavili v preglednici 15 in na sliki 11.

Preglednica 15: Izmerjene vrednosti absorbanc troloksa pri 517 nm po 30 minutah, masna koncentracija FS
v reakcijski zmesi, delez DPPH-, ki je preostal v meSanici po 30 minutah, naklon premice (k) ter vrednost
EDs, ki podaja koncentracijo FS v reakcijski zmesi, ki povzroéi 50 % inhibicijo radikala DPPH-

vzorec v ES rke.z. | DPPH: (%) k EDs,
A517 (ng/mL) | t=30min (ng/mL)
Troloks 1,011 1,33 90,6 -8,8144 5,67
0,863 2,67 77,3
0,735 4,00 65,9
0,600 5,33 53,7
0,467 6,67 41,8
0,342 8,00 30,7
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Slika 11: Vsebnost DPPH" v procentih za troloks v odvisnosti od koncentracije fenolnih spojin, ki je ostala v
reakcijski mesanici po 30 minutah
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Slika 12: Primerjava enakih sort oljk in olja ter troloksa glede na ED50

Na sliki 12 lahko razberemo, v kakSnem zaporedju si sledijo oljke in olja glede na
sposobnost lovljenja prostih radikalov. Pri oljkah velja zaporedje Drobnica, Crnica,
Leccino, Belica, Buga za zvecanje iz EDso= 4,81 pg/mL na 5,50 pg/mL. Pri olju je AOP
najvedji pri Crnici in se znizuje s sorto Drobnica, Buga, Belica ter Leccino.

Visja antioksidativna u¢inkovitost oljke ne pomeni tudi visje antioksidativne u¢inkovitosti
olja — med oljem in plodom iste sorte nismo nasli linearne povezanosti. Za vse sorte lahko
opazimo, da je AOP pri olju manjsi kot pri plodovih iste sorte. Troloks kaze podobno
ucinkovitost za lovljenje prostih radikalov kot oljke, pri oljih se to nekoliko razlikuje.
Vrednost EDsy za troloks je primerljiva z ekstrakti plodov sorte Buga in oljem sorte
Drobnica ter Crnica. Fenolne spojine izolirane iz olja so bolj u¢inkovite kot troloks.
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Avtorji Condelli in sod. (2015) navajajo, da je a-tokoferol spojina, ki najbolj vpliva na
antioksidativno uc¢inkovitost OO. Za izpopolnitev priporo€il za dnevni vnos vitamina E,
naj bi zadoscalo zauzitje 50 mL EDOO z najvi§jo koncentracijo tokoferola. Na dobro
kakovostno OO vpliva vsebnost a-tokoferola in polarnih fenolnih spojin. Vsebnost teh
spojin variira glede na sorto, klimatske vplive, dozorelost plodov in nac¢inom predelave
oljk.

4.6 DIELEKTRICNE LASTNOSTI OLJK IN OLJA

4.6.1 Dielektri¢na konstanta in prevodnost strtega mesa oljk

Strto meso oljk smo napolnili v celico za tekoce in poltekoCe vzorce. Izmerili smo
kapacitivnost in upornost strtega mesa oljk, Cppiod In Ry piod. 1zmerjene upornosti so med
0,35 in 0,55 Q. Meso oljk sodi med prevoden material v primerjavi z olj¢nim oljem, kjer
smo izmerili upornosti med 1 in 100 kQ pri isti temperaturi in enakih frekvencah.

Meso oljk vsebuje precej vode. Za meritve upornosti in kapacitivnosti v vodnih sistemih je
znacilno, da se na povrsini elektrode lahko naberejo ioni v ve¢ plasteh, kar vpliva na
meritve. Ta efekt ima manj$i vpliv pri vi§jih frekvencah. Zato smo dolocili elektri¢ne in
dielektri¢ne lastnosti strtega mesa oljk pri frekvencah od 1 do 2 MHz.

Na slikah 13 do 15 smo prikazali odvisnost specifi¢ne elektricne prevodnosti, faktorja
dielektri¢nih izgub in dielektricne konstante strtega mesa oljk od frekvence.
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Slika 13: Odvisnost specifi¢ne prevodnosti strtega mesa oljk od frekvence

Iz meritev smo dolocili specificno elektricno prevodnost strtega mesa oljk, ki je od
frekvence neodvisna (slika 13). Povprecne vrednosti specificne elektrine prevodnosti v
izbranem frekvencnem obmocju smo podali v preglednici 16, kje se vidi, da se vrednosti
Oplod Nekoliko razlikujejo med sortami, kar lahko pripiSemo tako koli¢ini vode kot koli¢ini
ionskih snovi v plodovih. Napake pri vrednostih elektri¢nih prevodnosti v preglednici 16
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predstavljajo spreminjanje prevodnosti s frekvenco in so zelo nizke. Mnogo vecjo napako
predstavlja polnjenje poltrdega materiala v rezo med elektrodama, ponovljivost dolocitve
specificne elektrine prevodnosti je <5 %. Podatke o ponovljivosti smo uporabili za
Dunconov test, ki je pokazal, da med vzorci ni statisticno znacilnih razlik, razen za sorto
Leccino.

Preglednica 16: Povprecna vrednost specificne prevodnosti in dielektri¢na konstanta dolocena pri frekvenci
2 MHz za strto meso oljk

sorta Optod (Sxm’™) Eod (2 MHz)
Crnica 0,5406 + 0,0004° 84 + 8°
Drobnica | 0,5111 +0,0004° 89 + 12¢
Leccino 0,7301 +0,0015° 171 +33°
Buga 0,5497 +0,0012° 140 + 23"
Belica 0,5034 +0,0057" 277 + 20°

Vrednosti z razli¢no nadpisano ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (Dunconov
test o = 0,05)

Faktor dielektricnih izgub se znizuje z naraScajoco frekvenco (slika 14), kar je znacilni
trend za ionski prispevek k izgubam. Trend zniZevanja je vecji pri tistih oljkah, kjer je
prisotnih vec ionskih snovi in pri katerih smo dolocili najvisjo elektricno prevodnost.
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Slika 14: Odvisnost faktorja dielektri¢nih izgub strtega mesa oljk od frekvence

Pri meritvah kapacitivnosti in izracunu dielektricne konstante se mnogo bolj pozna
prispevek zaradi oblikovanja plasti ionov na povrSini elektrod. Izracunana dielektri¢na
konstanta mesa oljk (slika 15, preglednica 16) je previsoka. Pricakovana vrednost
dielektricne konstante za zivilo z vsebnostjo vode 65 % in masc¢obe 35 % (preglednica 16)
bi bila okrog 50. Kapacitivnost in izracunana dielektricna konstanta zaradi nabiranja ionov
na povrsini elektrod bolj odraza prevodnost kot dielektri¢nost. Nizjo dielektricno konstanto
in niZjo specifi¢no elektriéno prevodnost smo dologili pri Drobnici in Crnici, vi§jo pri Bugi
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in sorti Leccino. Izjema je izjemno visoka dielektri¢na konstanta pri sorti Belica, kjer smo
dolo¢ili najnizjo prevodnost. Ponovljivost dolo¢anja dielektricne konstante je <15 %.
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Slika 15: Odvisnost dielektri¢ne konstante strtega mesa oljk od frekvence

4.6.2 Dielektri¢na konstanta in prevodnost olja

Dolocanje dielektricnih lastnosti rastlinskim oljem ima Siroko paleto uporabe. Z njimi
lahko ugotavljamo ali je bilo olje skladis¢eno pri pravilnih pogojih, potvorjenost olja, novi
trendi kazejo na moZznost dolocanja mascobno kislinske sestave.

Iz slike 16 lahko vidimo, da imata sorti Crnica in Leccino podoben trend spreminjanja
dielektricne konstante s frekvenco, slika je podobna tudi pri Drobnici, le da so vrednosti €’
nekoliko nizje. Sorta Belica ima popolnoma drugacen trend, ¢” se s frekvenco izrazito
zmanjSuje. Spreminjanje dielektricne konstante s frekvenco je pri 25 °C precej vecje, kot
pri 50 °C. Razlogov za taksno odvisnost dielektri¢ne konstante od frekvence v literaturi
nismo nasli, oblika takega spektra zahteva dodatno raziskovanje.
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Slika 16: Odvisnost dielektricne konstante vzorcev olja sort Crnica, Drobnica, Leccino in Belica od
frekvence pri 25 °C in 50 °C

Ker smo za sorto Buga dobili bistveno drugacne meritve od ostalih vzorcev, smo
spreminjanje dielektri¢ne konstante s frekvenco za to sorto podali na lo¢enem grafu (slika
17). Vrednosti €” so precej visje, trend je drugacen, meritve niso ponovljive. Samo pri tem
olju smo opazili penjenje med odstranjevanjem vode in degaziranjem. Olje je na pogled
bistro in se po barvi in motnosti ne razlikuje od ostalih olj.
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Slika 17: Odvisnost dielektri¢ne konstante vzorca olja sorte Buga od frekvence pri 25 °C in 50 °C

Povprecne vrednosti € smo zbrali v preglednici 17. Pri nizji temperaturi smo najnizjo
vrednost dologili pri Belici 3,042, najvisjo vrednost pri sorti Crnica 3,068. Pri 50 °C to
zaporedje ostaja enako, le vrednosti so nekoliko nizje, pri Crnici je & 2,964, pri Belici
2,946. Lizhi in sod. (2008) so dolocili plato olja pri frekvencah od 100 Hz do 500 kHz ter v
tem platoju dolo¢ili tudi maksimalno vrednost, ter opisali neodvisnost ¢” od frekvence. V
nasem primeru zaznamo odvisnost ¢ od frekvence. Vrednosti pri 1 MHz znaSajo od 3,044
do 3,063, te rezultate lahko primerjamo z rezultati v literaturi, ki znasajo od 3,041 do 3,049
(Lizhi in sod., 2008).
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Preglednica 17: Povprecne vrednosti dielektricne konstante olj v frekvenénem obmocju od 500 Hz do 1000
Hz in razli¢nih temperaturah

¢’ (500 Hz-1000 Hz)
sorta 20 °C 25°C 35°C 50 °C
Leccino | 3,0859 + 10,0011 | 3.0618+0,0016" | 3,0201 +0,0017** | 2,9615 + 0,0006"
Belica 3,0692 + 0,0036° | 3,0475+ 0,0036" | 3,0050 + 0,0026° | 2,9475 + 0,0024
Crnica 3,0878 +0,0001™° | 3,0643 +0,0006° | 3,0226 + 0,0009” | 2,9626 + 0,0001"
Drobnica | 3,0832+0,0013* | 3,0559 +0,0007° | 3,0134 + 0,0006™ | 2,9568 + 0,0017*
Buga 31111 +0,0048" | 3,0961 +0,0015* | 3,0590 + 0,0089" | 2,9829 + 0,0063"

Vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisticno znacilno razlikujejo (Dunconov
test a = 0,05)

Spreminjanje faktorja dielektricnih izgub s frekvenco ima za vsa olja podobno obliko.
Vrednosti se pri nizjih frekvencah znizujejo, dokler ne dosezejo minimuma, nato se
zacnejo hitro povecevati in dosezejo maksimum pri najvecji frekvenci, spekter tvori
priblizno obliko ¢rke U. Po tem, kako visoka sta kraka ¢rke U se analizirana olja
razlikujejo od literaturnih podatkov. Lizhi in sod. (2008) so za &”” dobili nekoliko drugacen
trend. Njihova krivulja ima bolj izrazito obliko ¢rke »U«. Tudi oni so ugotovili zniZanje
vrednosti €° z naras¢ajoco temperaturo.
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Slika 18: Odvisnost faktorja dielektri¢nih izgub vzorcev olja od frekvence pri 25 °C in 50 °C

Tudi spreminjanje faktorja dielektri¢nih izgub, €"’, s frekvenco je za analizirana olja precej
razli¢no. Spet predvsem odstopa olje sorte Buga. Razlike v spektru so vecje pri 25 °C kot
pri 50 °C. Pri 25 °C smo minimalno vrednost dologili pri sorti Crnica 0,000785 in
maksimalno vrednost Belici 0,0198. Pri visji temperaturi so se te vrednosti nekoliko
znizale, tako je pri 50 °C dosegla Crnica minimum pri 0,000280 ter sorta Belica pri
0,00542. Pri visji temperaturi smo opazili tudi drugacen trend, vrednosti ne narastejo tako
visoko kot pri nizjih temperaturah, manjse so razlike med rezultati ¢”” med analiziranimi
olji, izjema je Buga.

Pri Bugi smo pri vseh meritvah dolocili najvisje rezultate v primerjavi z ostalimi vzorci
olja. Pri 25 °C smo dolo¢ili maksimalno vrednost 1,0372, pri 50 °C vrednost 0,1305. Vsi
rezultati za to olje so previsoki.
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Za primerjavo vpliva sort olja in temprature na ¢’’, smo izbrali vrednost ¢"" pri 2 MHz in
podatke zbrali v preglednici 18. Vidimo, da so vrednosti ¢”" zelo podobne za vse sorte
razen za Bugo ter da se ¢'" zniZuje s temperaturo. Tudi Lizhi in sod. (2008) so ugotovili
zniZanje vrednosti € z naras¢ajoco temperaturo.

Preglednica 18: Faktor dielektri¢nih izgub olj pri 2 MHz in razli¢nih temperaturah

¢’’,2 MHz
sorta 20 °C 25 °C 35°C 50 °C
Leccino | 0,0257+0,0199° | 0,0194 + 0,00008" | 0,0112 +0,0000005" | 0,00514 + 0,00002"
Belica | 0,0259 +0,0096* | 0,0198 +0,0004° | 0,0116+ 0,0002° | 0,00542 + 0,000008"
Crnica | 0,0255+0,0161* | 0,0193 +0,00006° | 0,0112+0,00006" | 0,00514 + 0,0003"
Drobnica | 0,0256+0,0111* | 0,0193 +0,00008° | 0,0112+0,0001° | 0,00494 +0,00015"
Buga 0,0279 +0,0731° | 0,0221 +0,0004* | 0,0138 +0,0011* | 0,00658 +0,0007"

Vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisticno znacilno razlikujejo (Dunconov
test a = 0,05)

Specifi¢na elektri¢na prevodnost OO je z naraS¢ajoCo frekvenco naras¢ala. Vsi vzorci
imajo podoben trend in vrednosti, razen Buge. Pri 25 °C smo minimalno vrednost dolo¢ili
vrednost tudi pri 50 °C, in sicer 1,7-10"" S/m. Maksimalno vrednost smo dologili sorti
Belica pri vseh temperaturah, pri 25 °C je ta znagala 2,2:10° S/m pri najvegji frekvenci ter
9,3:10™ S/m pri 50 °C in najvedji frekvenci. Pri rezultatih specifi¢ne prevodnosti je vzorec
Buga bil Se najbolj podoben ostalim meritvam vzorcev, ampak vrednosti e vedno
izstopajo in so previsoke, kar je iz slike 19 lepo razvidno. Tako smo pri 50 °C dolo¢ili
minimalno vrednost prevodnosti 1,8:10'° S/m in maksimalno vrednost 7,3:107 S/m.
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Slika 19: Odvisnost specificne elektricne prevodnosti vzorcev olja od frekvence pri 25 °C in 50 °C

frekvenci 400 Hz in pri razli¢nih temperaturah. Pri vseh temperaturah smo dolocili najnizjo
elektri¢no prevodnost pri teh pogojih olju Drobnice, sledijo Leccino, Crnica, Belica. V
literaturi so podatki o prevodnosti olj zelo redki. Prevc in sod. (2013) so merili prevodnost
12 EDOO pri 20 °C in dolocili mediano 0,025 nS/m in povpre¢je na 0,042 nS/m, kar se
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zelo dobro ujema z meritvami v preglednici 19, elektricna prevodnost od¢itana iz slike v
prispevku Corach s sodelavci (2014) je 0,1 nS/m.

Iz Dunconovega testa lahko za izbrane parametre dielektri¢nih lastnosti olj¢nih olj
zapisane v preglednicah 17, 18 in 19 razberemo, da vecina razlik ni statisticno znacilnih.

Preglednica 19: Specifi¢na elektricna prevodnost olj pri 400 Hz in razli¢nih temperaturah

6 (nS/m), 400 Hz
sorta 20 °C 25°C 35°C 50 °C
Leccino 0,054 +0,0199° 0,071 + 0,0070° 0,066 +0,0131° 0,044 +0,0075"
Belica 0,075 + 0,00096° 0,087 + 0,0283" 0,090 + 0,0764° 0,066 + 0,0373"
Crnica 0,071 £0,0161° 0,067 + 0,0474° 0,051 + 0,0404° 0,048 +0,0190°
Drobnica | 0,034+0,0111° 0,053 + 0,0030° 0,047 +0,0053* 0,040 + 0,0062°
Buga 1,700 +£0,9711° 3,900 + 0,7722° 2,600 £ 0,5349% 0,620 £+ 0,7804"

Vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisticno znacilno razlikujejo (Dunconov
test a = 0,05)

Dielektricna konstanta in faktor dielektricnih izgub so odvisni od temperature, kar so
navedli Stevilni avtorji (Lizhi in sod., 2008; Prevc in sod., 2013). Zato smo podatke o
temperaturni odvisnosti dielektricne konstante in faktorja izgub prikazali na sliki 20.
Potrdimo lahko, da se vrednosti € in €~ z naras€ajoCo temperaturo zniZujejo. Pri
dielektricni konstanti je za opis spreminjanja s temperaturo (enacba 17) zadosScCala ze
premica, ker je koeficient C enak ni¢. Za opis spreminjanja faktorja dielektri¢nih izgub od
temperature smo izbrali polinom druge stopnje. Podatki za parametre so zbrani v
preglednici 20, kjer lahko tudi vidimo, da ni velikih razlik med olji. Dielektricna konstanta
se s temperaturo najbolj spreminja pri olju sorte Buga, najmanj se spreminja pri olju sorte
Belica. Potrdimo lahko, da je pri meritvah dielektri¢nih lastnosti pomembno, da
kontroliramo temperaturo in pri opisu dielektri¢ih lastnosti, da primerjamo podatke pri
doloceni temperaturi.
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Slika 20: Dielektricna konstanta, €’, v frekvenénem obmocju od 200 Hz do 2 MHz in faktor dielektri¢nih
izgub, "', pri frekvenci 2 MHz za vsa olja v odvisnosti od temperature
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Preglednica 20: Parametri premice za dielektricno konstanto ter parametri polinomske regresije drugega
reda za faktor dielektri¢nih izgub za odvisnost parametra od temperature za vse vzorce olja

¢’ (200 Hz-2 MHz) " (2 MHz)
sorta A -B-10° r A -B10° | C107 r
Leccino | 3,166 4,10 0,9993 0,058318 2,02 1,92 | 0,9967
Belica | 3,149 4,05 0,9957 0,057725 1,97 1,84 | 0,9965
Crnica | 3,169 4,15 0,9987 0,057537 1,99 1,88 | 0,9968
Drobnica | 3,162 4,16 0,9899 0,057638 1,98 1,86 | 0,9973
Buga 3,202 431 0,9991 0,057501 1,80 1,56 | 0,9976

Pri faktorju dielektri¢nih izgub v odvisnosti od temperature smo pri skoraj vseh vzorcih
dolocili podobne parametre polinomske regresije, le sorta Buga rahlo izstopa. € se v
odvisnosti od temperature najbolj spreminja pri olju sorte Leccino, najmanj se spreminja
pri olju sorte Buga.

Prevc (2010) za son¢nicno olje z visoko vsebnostjo oleinske kisline prav tako opisuje
najvecje spremembe € pri 2 MHz pri temperaturah 20 °C in 30 °C ter manjSe spremembe
pri vi§jih temperaturah, kar se sklada z nasimi rezultati. Najvecje spremembe &"" so pri
temperaturah 20 °C in 25 °C, ter najmanjSe pri temperaturah 35 °C in 50 °C.

Specificna elektricna prevodnost olj, dolocena pri 400 Hz, v odvisnosti od temperature ima
precej drugacen trend v primerjavi z € in €”". Kot vidimo v preglednici 20 vrednosti pri
vseh oljih nara$c¢ajo z narasc¢ajoco temperaturo do 25 °C ali 35 °C, odvisno od sorte, pri
ne sklada s podatki iz literature (Prevce in sod., 2013; Corach in sod., 2014), kjer se vidi, da
elektricna prevodnost, doloCena pri frekvencah do 100 Hz z naras$cajoo temperaturo
narasca.

Lizhi in sod. (2010) so s pomocjo dielektri¢ne spektroskopije ugotavljali potvorbe olj¢nega
olja. Ekstra deviskemu oljcnemu olju so dodali razna rastlinska olja, kot npr. sezamovo,
repicno, koruzno, sojino olje ter pripravili tri razlicne meSanice. Tem meSanicam so merili
dielektricno konstanto pri 25 °C. Vrednost dielektricne konstante teh olj je linearno
narasCala z vecanjem koncentracije dodanega rastlinskega olja. Z metodo najmanjsih
kvadrantov in analizo glavnih komponent so ocenili, da bi za dolocanje dielektricne
konstante lahko uporabili presejalni test potvorbe ekstra deviskega olj¢nega olja z
rastlinskimi olji.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Leto 2013 je bilo posebno leto z veliko padavinami spomladi, z dolgim su$nim in vro¢im
poletjem ter jesenskimi padavinami, ki znatno vplivajo na dozorevanje oljk. Po dolgem
suSnem obdobju so se plodovi zaradi jesenskih padavin napili vode, kar vpliva na
obarvanje plodov, trdoto in oljevitost v laboratorijski oljarni. Velike koli¢ine vode vplivajo
tudi na spiranje v vodi topnih snovi — biofenolov iz olja, kar lahko vpliva na slabsanje
kakovosti OO (Vesel, 2013). Taksne vremenske razmere so vplivale tudi na sestavo
plodov, v katerih smo dolocili vi§jo vsebnost vode in skladno s tem nizjo oljevitost oljk.
Na sestavo plodov imajo najvecji vpliv vremenske razmere, starost dreves, sorta in
zemljepisna §irina. Zato je za natan¢no dolocitev podatkov potrebno vecletno strokovno
spremljanje in analiziranje oljk (Dabbou in sod., 2009).

Z nasimi analizami smo tako v oljkah kakor tudi v olju dolo¢ili naslednjo zastopanost MK:
dominantna je oleinska kislina, s precej niZjo procentno zastopanostjo ji sledi palmitinska
kislina, tej sledi linolna kislina, nato stearinska kislina, palmitoleinska kislina, linolenska
kislina in kot najmanj zastopana je arahidinska kislina. Kemijska sestava OO, predvsem
vsebnost nekaterih MK, je odvisna predvsem od zemljepisne Sirine. Znano je namre¢, da
vsebujejo olja juznih zemljepisnih Sirin drugacen okus in vonj zaradi viSje vsebnosti
nasi¢enih MK kot olja iz severnejSih obmocij. Razmerje med nenasi¢enimi in nasi¢enimi
MK je tako pri teh oljih visje in so zato tezje prebavljiva. Prav tako vsebujejo visje Stevilo
peroksidov, ki vplivajo na stabilnost (Sancin, 1990). Od tukaj sledi dejstvo, da bi z
mascobno kislinsko sestavo olja lahko dolocili tudi geografsko poreklo (Gomez-Gonzalez
in sod., 2011). Mascobno kislinska sestava je pomembna tako s prehranskega kot tudi s
tehnoloskega vidika, saj je od nje v veliki meri odvisna hitrost oksidacije triacilglicerolov
tako v olju samem med skladis¢enjem kot tudi v telesu po zauzitju (Bester, 2007).

Razli¢ne fizikalno-kemijske analize lahko dajejo informacije o kakovosti OO. Z razli¢nimi
kemijskimi parametri, kot so kislost, PS, spektrofotometrijsko preiskavo v UV in
senzori¢nim ocenjevanjem, lahko olje uvrstimo v ustrezno kategorijo, pri Cemer je
potrebno upostevati predpisano zakonodajo o mejnih vrednostih. V nasi nalogi smo
analizirali proste masc¢obne kisline in peroksidno Stevilo ter tako oljcno olje s kemijskimi
analizami lahko uvrstili v kategorijo Ekstra devisSko olj¢no olje. S takimi hitri testi lahko na
hiter nacin ugotavljamo kakovost in potvorjenost olj¢nega olja.

Fenolne spojine so nedavno postale predmet Stevilnih raziskav zaradi svojih terapevtskih
lastnosti za razna rakava obolenja, delujejo antivirusno in protivnetno, znizujejo obolelost
za hiperlipidemijo in hiperglikemijo. Fenolne spojine imajo vlogo antioksidantov in tako
skrbijo za ohranitev kakovosti zivila, preprecujejo staranje zivila ter nudijo zasc¢ito
telesnim celicam pred oksidativnim stresom (Alu'datt in sod., 2013). Kemijska in
biokemijska sestava oljk je pogojena z agronomskimi dejavniki — nacin kultivacije, sorta
oljk, klimatski pogoji, namakalni sistemi (Gomez-Rico in sod., 2008). Spremembe v
obarvanosti plodu so pogojene s spremembami vsebnosti polifenolov, povisano
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koncentracijo antocianov in znizanjem koncentracije klorofila. Stevilni avtorji so
spremljali vsebnost FS v razli¢nih sortah. Tako so Jemai in sod. (2009) dokazali, da se
vsebnost FS z dozorevanjem plodov spreminja. V zgodnji fazi dozorevanja je glavna
komponenta FS oleuropein, ki se v kasnejSih fazah znizuje zaradi razgradnje v
hidroksitirosol. Pove€anje koncentracije hidroksitirosola so pripisali tudi povecani
aktivnosti hidroliticnih encimov, zlasti glikozidaze in esteraze, ki katalizirajo hidrolizo
oleuropeina. Tudi z naSimi analizami smo pokazali razlike med sortami v plodovih in olju.
Za enako sorto smo pokazali, da se zaradi vezave fenolov na membrano velik del fenolov
iz plodov oljke ne prenese tudi v samo olje.

Vsem vzorcem smo dolocili antioksidativno ucinkovitost, ta je pri razlicnih sortah oljk
skoraj enaka. Pri vzorcih olja nekoliko bolj variira, zato lahko nekatere vzorce, kot npr.
Crnico in Drobnico opredelimo za uéinkovitejse pri lovljenju prostih radikalov. Oljéno olje
vsebuje najvec¢ tokoferola oz. vitamina E, zato smo antioksidativni potencial dolo¢ili
troloksu, to je sinteti¢ni standard, ki se ga uporablja kot nadomestilo za tokoferol.
Ugotovili smo, da ima olje sorte Crnica bolj$o antioksidativno uginkovitost, s sorto
Drobnica sta si zelo podobna. Ob primerjavi troloksa z vzorci oljk, smo pri vseh sortah
dolocili boljSo ucinkovitost. Nasi rezultati dokazujejo, da sposobnost ekstraktov za
lovljenje prostega radikala DPPH" ni v povezavi s koncentracijo FS, kot so to ugotovili
avtorji Baiano in sod. (2014).

Dielektri¢ne lastnosti zivil so odvisne od uporabljene frekvence, temperature, vsebnosti
vlage, gostote, sestave in strukture zivila (Venkatesh in Reghavan, 2004). S spremljanjem
dielektricnih lastnosti lahko dolo¢imo kvaliteto in potvorjenost zivil ter tudi
kontaminiranost in oksidacijo olj. Poskusili smo dolo¢iti dielektri¢ne lastnosti plodovom
oljk, vendar nam je najvecjo tezavo predstavljalo polnjenje poltrdega vzorca strtega mesa
oljk v rezo med elektrodama. Plodovi oljk vsebujejo poleg vode in mascob tudi precej
mineralnih, ionskih snovi, ki pri stiskanju plodov ostajajo v pogaci in soku in ne prehajajo
v (nepolarno) olje. ObnaSanje strtega mesa oljk v izmeni¢nem elektricnem polju lahko
opisemo predvsem z realnim delom impedance, upornostjo, saj je prispevek imaginarnega
dela le okrog 3 %. Pri merjenju dielektri¢ne konstante in faktorja dielektri¢nih izgub se
pozna ionski prispevek pri oblikovanju plasti, zato smo tudi dobili precej visje vrednosti.
Nase analize niso dovolj specializirane za dolocitev dielektri¢nih lastnosti plodovom oljk,
potrebne bi bile nadaljnje raziskave. Dielektri¢ne lastnosti olja se Ze dolgo uporablja za
dolocanje stopnje razgradnje olja pri cvrtju, saj so ugotovili, da je dielektri¢na konstanta
olja odvisna od koli¢ine polarnih komponent, ki nastajajo v olju pri visjih temperaturah ob
prisotnosti vlage in zivil. Modernejse raziskave kazejo, da je dielektricna konstanta olja
odvisna od mascobno kislinske sestave olja. Olja z vi§jim delezem linolenske kisline imajo
vi§jo dielektri¢no konstanto kot olja z vi§jim delezem oleinske kisline (Lizhi in sod., 2008;
Lizhi in sod., 2010). Vrednosti dielektri¢ne konstante olja so med 3,069 in 3,111 pri 20 °C
in se z naras$¢ajoCo temperaturo znizujejo s faktorjem 0,13 % na 1 °C. Najvisjo vrednost
dielektricne konstante ali plato, kot ga imenujejo nekateri avtorji, smo dolocili kot
povprecje meritev med 500 in 1000 Hz in je med sortami razli¢na. Vrednosti dielektricne
konstante smo primerjali z vsebnostjo oleinske kisline in ugotovili pri olju sorte Buga
najvisjo vrednost dielektricne konstante (3,111) in najvis§jo vsebnost oleinske kisline
(80,8 %), pri olju z najnizjo vsebnostjo oleinske kisline (Crnica, 78,7 %) smo dologili
srednjo vrednost dielektricne konstante. Povezave med vsebnostjo oleinske kisline in



Drnovscek J. Vpliv sorte oljke (Olea europaea) na kemijske in dielektri¢ne lastnosti plodov in olja.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015 50

dielektricno konstanto nismo ugotovili. Spreminjanje faktorja dielektri¢nih izgub s
frekvenco je za vzorce olja precej razlicno. Nasi podatki se nekoliko razlikujejo od
podatkov iz literature. Dolocitev faktorja izgub je povezana s slabo ponovljivostjo, zato
Dunconov test pokaze, da so razlike med vzorci zanemarljive. Tako kot Lizhi in sod.
(2008) smo ugotovili znizanje vrednosti faktorja dielektri¢nih izgub z nara$cajoco
temperaturo, zato je tekom meritev potrebno nadzorovati temperaturo. Pri specifi¢ni
elektricni prevodnosti se vzorci olja med sabo $e najbolj ujemajo. Elektri¢na prevodnost
oljénega olja je nizka in znasa 0,034 in 0,071 nS/m.

5.2 SKLEPI

— Vsebnost vode in vsebnost mascobe se je razlikovala med sortami v majhnem
rangu, hipoteza je potrjena. Dolocili smo nekoliko visje vrednosti za vsebnost vode
in posledi¢no nizjo oljevitost oljk.

— Hipoteza o variiaciji mascobno kislinske sestave olj¢nega olja drzi. Vec¢ja nihanja
med sortami zaznamo pri plodovih oljk v primerjavi z olji.

— Olj¢na olja se znacilno razlikujejo v vsebnosti prostih mascobnih kislin in
peroksidnim S$tevilom. Z obema parametroma lahko opredelimo olje kot zelo
kakovostno ekstra devisko oljcno olje.

— Vsebnost skupnih fenolov se s predelavo iz oljke v olje za isto sorto spreminja.
Oljkam smo dolo¢ili vi§je vrednosti skupnih fenolov, kot iz njih iztisnjenemu olju.
Lahko potrdimo tudi hipotezo, da vsebuje olj¢no olje sorte Belica najvisjo vsebnost
fenolov.

— Vsem vzorcem smo dolo¢ili antioksidativno uc¢inkovitost in hkrati potrdili hipotezo,
da se antioksidativni potencial med sortami razlikuje tako pri oljkah kakor tudi pri
olju ter znotraj enake sorte med plodom in oljem.

— Elektricne lastnosti strtega mesa oljk odrazajo bolj prevodnost kot dielektricnost.
Prevodnost je med 0,50 in 0,73 Sxm™. Statisti¢no znacilno se razlikuje samo sorta
Leccino.

— Dielektricni spekter olja v frekvenénem obmocju 20 Hz do 2 MHz je razlien pri
razlicnih sortah. Potrdili smo hipotezo, da so dielektricne lastnosti olj¢nih olj
odvisne od temperature in frekvence.
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6 POVZETEK

V magistrski nalogi smo petim vzorcem in iz njih iztisnjenega olj¢nega olja iz obmocja
Goriske opravili kemijske in dielektricne analize. S pridobljenimi rezultati lahko potrdimo
vse zastavljene hipoteze. Vsem vzorcem se tako znotraj sort, kakor tudi med samo
predelavo iz plodov v olje vrednosti spreminjajo.

Pri dolocitvi sestave oljk so rezultati o vsebnosti vode v plodovih dosegli vrednosti od 61,3
% pri Belici do 68,4 % pri Crnici ter vrednosti za vsebnosti mag¢ob pri Belici od 38,7 %,
do 31,6 % pri Crnici. Na sestavo plodov, njihovo trdoto in zrelost vplivajo tudi padavine
oz. prisotnost vode v tleh. Dezevna obdobja v jesenskem Casu in urejen namakalni sistem
so vplivali na vi§jo vsebnost vode v plodovih in posledi¢no nizjo oljevitost.

Mascobno kislinsko sestavo plodov in olja smo dolocali kot metilne estre maScobnih
kislin. Koncentracije posameznih MEMK v vzorcu smo dolo¢ili s plinsko kromatografijo.
Vsebnost posameznih mascobnih kislin, predvsem oleinske kisline v . EDOO je v tesni
povezavi z zemljepisno Sirino. Znano je, da je v severnejSih oljih ve¢ oleinske kisline, kar
smo z nasimi analizami tudi potrdili. Pri oljkah se vsebnost giblje od 74,36 do 81,30 g
MK/100 g MK, pri olju od 78,65 do 80,85 g MK/100 g MK pri sorti Buga. Sestava MK je
ugodna in podaja rezultate o zastopanosti nasicenih, manj zazelenih MK in nenasicenih,
zazelenih MK. Podatki o mascobno kislinski sestavi olja nam podajo veliko informacij o
samem izvoru olja, pomembni so tudi tako s prehranskega kakor tudi s tehnoloskega
vidika. Vsebnost MK, naj bi bila odvisna tudi od klimatskih pogojev v korelaciji z
genetskimi dejavniki, na zastopanost posameznih MK, naj bi vplivale tudi faze zorenja
oljk.

S pomocjo ekstraktov oljk in olja smo doloc¢ili tudi skupne fenolne spojine in
antioksidativno ucinkovitost. Vsebnost FS smo dolocili s FC reagentom in tako v oljkah
dologili od 2,95 mg/g oljk do 6,64 mg/g oljk pri Crnici, v olju od 0,197 mg/g olja do 0,349
mg/g olja pri vzorcu Belica. Vsebnost FS se tekom predelave za isto sorto oljke in olja
spreminja, zaradi kemijskih reakcij med samo predelavo. Antioksidativno ucinkovitost
smo dolo¢ili z ekstraktom olja in oljk z DPPH- metodo. Tako smo vsem vzorcem dolocili
sposobnost lovljenja prostih radikalov. Za najuspesnejSo se je pri oljkah izkazala sorta
Drobnica z k= -10,4 mL/pug in EDs;= 4,81 pg/mL, medtem ko smo pri olju kot
najuspesnejse dolo¢ili olje Crnice z k= -9,69 mL/pg in EDso= 5,16 pg/mL. Med sortami ni
linearne povezanosti za AU, variira tudi AU med oljkami in oljem iste sorte.

Samemu olju smo dolo¢ili tudi proste mas¢obne kisline in peroksidno $tevilo. S tem smo
pokazali, da olje vsekakor spada v kategorijo EDOO, saj smo dolocili precej nizke
vrednosti obeh parametrov. Najvi§jo vrednost prostih mascobnih kislin smo dolo¢ili pri
sorti Belica, in sicer 0,1324 %. Najvisjo dolo¢eno vrednost PS smo dolo¢ili olju Leccino
(3,2818 mmol Oy/kg olja). Iz opravljenih analiz in dobljenih podatkov, bi lahko rekli, da je
takSno OO bilo iztisnjeno iz kakovostnih plodov in je primerno za daljSe hranjenje pri
skladi$¢nih pogojih.
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Dielektricne lastnosti oljk in olju smo dolocili s kapacitivno metodo. Plodovi oljke
vsebujejo precej ionskih snovi, zato je za pasto iz plodov bolj znacilna prevodnost kot
dielektricnost. Elektri¢na prevodnost paste iz plodov je neodvisna od frekvence in razlicna
za razli¢ne sorte ter znaSa med 0,50 in 0,73 S/m.

Pri olj¢nem olju smo pokazali odvisnost dielektricne konstante od temperature in
frekvence, tako so najvisje vrednosti ¢ pri temperaturi 20 °C ter najmanjsi frekvenci in se
s poveCanjem temperature in frekvence znizujejo. Za sorto Buga smo pri € zaznali precej
drugacen trend od ostalih olj. Faktor izgub se nekje do frekvence 100 kHz najprej znizuje,
odvisno od sorte in temperature, nato za¢ne postopoma narascati in doseze maksimum pri
najvecji frekvenci. Pri dolocanju faktorja dielektri¢nih izgub smo dobili precej raznolike
rezultate. Najnizje rezultate smo dolocili pri najnizji temperaturi, € se z vecanjem
temperature povecuje.

Specifi¢na prevodnost OO v odvisnosti od frekvence ima pri vseh sortah in temperaturah
enako obliko krivulje, le vrednost se rahlo zmanjSa z vecanjem temperature. Pri vseh
sortah se specifi¢na prevodnost olja povecuje in doseze maksimum pri najvecji frekvenci.
Specificna prevodnost ni na nek znacilen na¢in odvisna od temperautre.
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PRILOGE

3,085 3,025 m
20°C 35°C
300 § t% . A‘ﬂl mm

3,085

3,015 .—l‘
i . X A

“ 3075 & *Xm 3,01

3,07 X)ﬁ%
3005 S Fica ldrobmz{m
3,065 w
A leccino 1 belica
3,06 T T T l 3

200 2000 20000 200000 2000000 200 2000 20000 200000 2000000
f{s-1) fls-1)

Priloga A: Dielektri¢ne konstante vzorcev olja sorte Crnica, Drobnica, Leccino in Belica v
odvisnosti od frekvence pri 20 °C in 35 °C
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Priloga B: Dielektri¢ne konstante vzorca olja Buga v odvisnosti od frekvence pri 20 °C in
35°C
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Priloga C: Faktor dielektri¢nih izgub vzorcev olja v odvisnosti od frekvence pri 20 °C in
35°C
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Priloga D: Specifi¢na elektri¢na prevodnost vzorcev olja v odvisnosti od frekvence pri 20

°Cin35°C




