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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

BHA  butil hidroksianisol
BHT  butil hidroksitoluen
DHA  dokozaheksaenojska kislina
DPA  dokozapentaenojska kislina
E

okstrakt  ZaSCitni ucinek fenolnih spojin
EPA  eikozapentaenojska kislina

HDL lipoproteini visoke gostote

HPLC tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti
1P indukcijska perioda

JS jodovo Stevilo

KS kislinsko $tevilo

LDL lipoproteini nizke gostote

p-AV  p-anizidinska vrednost

PG propil galat

PS peroksidno stevilo

SS saponifikacijsko Stevilo

TBHQ terciarni hidroksitoluen

WHO svetovna zdravstvena organizacija
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1 UVOD

Navadni ri¢ek (Camelina sativa) je starodavna kulturna rastlina in je imel v preteklosti
pomembno mesto med poljS¢inami. Spada v druzino kriznic — Brassicaceae. 1zvorna
rastlina je divji ricek, ki se kot plevel pojavlja v vzhodni Evropi in severozahodni Aziji.
Arheoloske raziskave so potrdile, da so ga gojili Zze v mlajs$i kameni in Zelezni dobi na
obmocjih ob Severnem morju in ob Renu. Od tam se je pridelava ricka v monokulturi in v
mesSanici z lanom razsirila po vsej Evropi. Zaradi neznanih razlogov se je pridelava v
srednjem veku moc¢no zmanjSala vse do zacetka industrijske revolucije, ko so zaceli
rickovo olje uporabljati kot industrijsko olje. Pridelovanje se je pri nas ohranilo predvsem
na KoroSkem. Zaradi nezahtevne pridelave (majhne potrebe po gnojenju, odpornost proti
boleznim) in primernosti za ekolosko predelavo postaja navadni ricek v Evropi in Ameriki
vedno bolj zanimiv (Mlakar Grobelnik in sod., 2003).

V Sloveniji (Koroska) pridobivajo ri¢kovo ali totrovo olje iz posuSenega semena, ki ga
zmeljejo in pomesajo z vodo v gosto rjavo zmes ali pogaco. Pogaco praZijo pri temperaturi
60 °C - 90 °C, dokler ne postane sipka in na otip suha. Iz nje s stiskalnico iztisnejo olje, ki
ga pustijo stati priblizno dva tedna, da se zbistri, nato pa ga precedijo skozi gazo. Rickovo
olje je bistro, rumene do zeleno rumene barve, znacilnega vonja in rahlo pekocega okusa
(Mlakar Grobelnik in sod., 2003).

Olje navadnega ricka se je tradicionalno uporabljalo kot domace zdravilo. Kot splo$no
krepilno sredstvo so ga predpisovali pri tezavah zaradi rane na zelodcu in dvanajsterniku,
prav tako pa tudi v primerih raznih vnetij ter za oskrbo opeklin in ran ( Rode, 2001).

Olje navadnega ricka ima tudi zanimive tehni¢ne lastnosti in ga je mozno uporabiti kot
nosilec za naravne pesticide, kot osnovo za ekoloske barve in lake in ima podobno
uporabnost, kot ga je imelo v€asih laneno olje v industriji. V kozmeti¢ni industriji ga Ze
uporabljajo za izdelavo pH nevtralnega mila, Samponov in kot dodatek razli¢nim kremam.
Z epoksidacijo spremenjeno olje lahko uporabljajo pri izdelavi razgradljivega PVC.
Obstajajo tudi dobri rezultati poizkusov uporabe olja za biodizelsko gorivo. MoZnosti
uporabe navadnega ri¢ka niso iz€rpane z izdelavo olja; stebla je mozno uporabiti kot vir
biomase ali celuloznih vlaken za izdelavo papirja. Ponekod so stebla uporabljali za
izdelavo metel. Seme je visoko hranljivo in poleg olj vsebuje tudi do 30 % beljakovin.

Zato je samo ali kot ostanek pridobivanja olja (pogace) primerno tudi za krmo (Rode,
2000).

Olje navadnega ricka vsebuje 7-14 % nasiCenih, 26-41 % enkrat nenasicenih ter kar 46-
64 % veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin. Med nasi¢enimi mas€obnimi kislinami
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prevladujeta palmitinska in stearinska kislina, vsebuje pa tudi manjsi delez sicer skodljive
eruka kisline (3 %). Zaradi visoke vsebnosti esencialnih masc¢obnih kislin a- linolenske (n-
3) in linolne (n-6) masCobne kisline ter visoke vsebnosti in stabilnosti tokoferolov,
uvrscajo olje navadnega ricka med funkcionalno hrano (Mlakar Grobelnik in sod., 2003).

Zaradi ugodne mascobno-kislinske sestave, je olje navadnega ricka bogat vir omenjenih
mascobnih kislin. Le-teh organizem sam ne more proizvajati, igrajo pa pomembno vlogo v
zgradbi in lastnostih celicnih membran, njihovi prepustnosti in aktivnosti. Iz njih
(linolenska kislina) organizem tvori biolosko pomembne molekule (prostaglandin in
njegovi derivati), ki sodelujejo pri nadzoru procesov kot je reumatoidni artritis, ekcem,
multipla skleroza, bolezni srca in ozilja itd. (Mlakar Grobelnik in sod., 2003).

Mascobe so tako iz omenjenih vzrokov pomembna prehransko-fizioloSka sestavina hrane,
hkrati pa tudi tista komponenta, ki je najbolj podvrzena oksidacijskim procesom kvara. Na
hitrost avtooksidacije mascob vpliva sestava maSCobnih kislin, stopnja nenasicenosti,
prisotnost pro- in antioksidantov, prisotnost kisika, temperatura, svetloba in vsebnost
vlage. Ker predstavlja olje navadnega ricka sistem z visoko vsebnostjo veckrat nenasi¢enih
mascobnih kislin, smo ga nameravali okarakterizirati glede na njegovo oksidativno
stabilnost.

V zadnjih letih je bilo v svetu opravljenih malo raziskav o oksidativni stabilnosti olja
navadnega ricka. Eidhin in sod. (2003) je v svoji raziskavi spremljal oksidativno stabilnost
olja navadnega ricka med skladis¢enjem pri razlicnih pogojih. Ugotovil je, da je olje
navadnega ricka manj stabilno kot vecina rastlinskih olj, vendar bolj kot nekatera olja z
visoko vsebnostjo a-linolenske kisline (Ianeno olje in ribje olje).

Opaziti je, da zanimanje za olje navadnega ricka vse bolj naras€a, predvsem zaradi
raziskav na podro¢ju naravnih antioksidantov. Te spojine v olju navadnega ricka
predstavljajo predvsem tokoferoli (Zubr in Mathdus, 2002).

Vse vecja ozavesCenost potroSnikov in teznje k bolj uravnotezeni in zdravi prehrani
narekujejo razvoj in raziskave v smeri iskanja novih virov hrane oz. prehranskih dodatkov,
naravnega izvora. Razlog temu so Stevilne epidemioloske Studije, ki kazejo na povezavo
med uzivanjem hrane in pija¢ z visoko vsebnostjo fenolnih spojin ter zmanjSanjem
nastanka mnogih bolezni modernega Zivljenja, ki jih povzroca oksidativni stres (Steinmetz
in Potter, 1996).
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1.3 NAMEN NALOGE

V okviru diplomskega dela smo nameravali v svezem olju navadnega ricka dolociti
vsebnost prostih masS¢obnih kislin, morebitno prisotnost primarnih in sekundarnih
produktov oksidacije ter vsebnost fenolnih spojin in tokoferolov. Zatem pokazati, kako se
omenjeni parametri spreminjajo s ¢asom skladiS¢enja olja v temi pri temperaturi 50 °C.
Poleg tega smo nameravali iz olja ekstrahirati fenolne spojine in dokazati njihov
antioksidativni ucinek v lipidnem sistemu.

1.4 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo, da se kemijska sestava olja spreminja med skladiS¢enjem v temi pri
50 °C. Pri¢akujemo tudi, da bomo iz olja ekstrahirali fenolne spojine in dokazali njihov
antioksidativni ucinek.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MASCOBE

Pod pojmom mascobe smatramo masti in olja rastlinskega in zivalskega izvora. Masti so
pri sobni temperaturi trdne, olja pa tekoc¢a. Sestavljajo jih triacilgliceroli, vsebujejo pa tudi
t.i. negliceridne snovi (neumiljive snovi), prisotne v majhnih koli¢inah, vendar lahko
znacilno vplivajo na fizikalne in kemijske lastnosti masSc¢obe (Nawar, 1996).

Triacilgliceroli predstavljajo priblizno 95-98 % olja, ostalo (2-5 %) so negliceridne snovi,
kjer gre za kompleksno meSanico razlicnih kemijskih spojin, katerih kvalitativna in
kvantitativna sestava je zelo razli¢na.

2.1.1 Triacilgliceroli

Triacilgliceroli so estri glicerola in maScobnih kislin. V molekuli triacilglicerola
predstavljajo najvecji delez mascobne kisline. Mascobne kisline se med seboj razlikujejo
po Stevilu ogljikovih atomov v molekuli, nasi¢enosti oz. nenasi¢enosti ter Stevilu in
polozaju dvojnih vezi. V naravnih maS¢obah prevladujejo mascobne kisline z ravno verigo
in parnim Stevilom ogljikovih atomov ter eno karboksilno skupino. V naravnih mascobah z
nenasi¢enimi mascobnimi kislinami prevladuje cis oblika. (Nawar, 1996). Povprecna
mascobno kislinska sestava nekaterih rastlinskih olj je podana v Preglednici 1. Vsebnost
mascobne kisline je izraZena kot utezni odstotek (%) glede na vsebnost vseh mascobnih
kislin.

V Preglednici 2 so zbrani rezultati raziskav o sestavi masc¢obnih kislin v olju navadnega
ricka (Budin in sod., 1995; Eidhin in sod., 2003; Abramovic¢ in sod., 2005; Zubr in sod.,
1997).
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Preglednica 1: Sestava mascobnih kislin v rastlinskih oljih (White, 2000)

vrsta vsebnost mas¢obnih kislin / (%)
rastlinskega | palmitinska | stearinska | oleinska | linolna | linolenska | arahidinska| eruka
olja (16:0) (18:0) (18:1) | (18:2) (18:3) (20:0) | @2:1)
n-9 n-6 n-3 n-9
bombazevo 24,7 2.3 17,6 53,3 0,3 0,1 -
koruzno 12,2 2,2 27,5 57,0 0,9 0,1 -
$0jino 11,0 4,0 234 53,2 7,8 0,3 -
son¢ni¢no 6,8 4,7 18.6 68,2 0,5 04 -
olj¢no 13,7 2,5 71,7 10,0 0,6 0,9 -
araSidovo 11,6 3,1 46,5 314 - 1,5 -
ogrsc¢i¢no 3,9 1,9 64,1 18,7 9,2 0,1 -
laneno 4.8 4.7 19,9 15,9 52,7 - -
repicno 2,8 1,3 23,8 14,6 7,3 0,7 34,8
Preglednica 2: Sestava mas¢obnih kislin v olju navadnega ricka
vsebnost mas¢obnih kislin / (%)
S¢ob Ab i¢ 1
Maseobne | g dinin sod. | Eidhininsod. | 0OV 2 brin sod.
kisline (1995) (2003) sod. * (1997)
(2005)
palmitinska
5,7-8.4 5,5 6,43 +0,01 5,3-5,6
(16:0)
tearinsk
siearinsia 1,4-35 23 2,57+ 0,01 23-27
(18:0)
leinsk
oemnsia 142 - 19,4 14,9 17,40£0,30 | 14,0-16,9
(18:1) n-9
linol
tmona 19,0 - 24,0 15,8 1690+0,10 | 13,5-16,5
(18:2) n-6
-linolensk
GTUNOIENSKA | 9 1-347 38,9 35204040 | 34,9-39.7
(18:3) n-3
hidinsk
arahidinska o 0,4 1,24 £ 0,05 12-15
(20:0)
gondojska
12,3 - 14,7 16,2 14,90 £ 0,20 15,1 - 15,8
(20:1) n-9
ka (22:1
eruka (9 ) 0,0—4,0 2,4 1,62+ 0,03 2,6-3,0
n_

* povprecna vrednost treh paralelk + standardna deviacija
** ostali: 2,0 — 8,1 %
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Med vsemi maScobnimi kislinami je v olju navadnega ricka najbolj zastopana a-linolenska
kislina. V povprecju je te kisline v olju 35 %. Obicajna rastlinska olja imajo znatno niZjo
vsebnost a-linolenske kisline (repi¢no, ogrs€i¢no in sojino okoli 8 %; olj¢no, koruzno ter
son¢nicno priblizno 1 %). Olje navadnega ricka vsebuje v povprecju 15 % gondojske
kisline, ki je ostala olja ne vsebujejo. Rezultati omenjenih raziskav kazejo, da olje
navadnega ricka vsebuje okoli 2,2 % eruka kisline, kar je znatno pod najvi§jo dovoljeno
vrednostjo (5 %), ki jo doloca Pravilnik o eruka kislini (2003). Eruka kislina je prisotna v
semenih rastlin, ki tako kot navadni ri¢ek spadajo v druzino kriznic (Brassicaceae).

2.1.2 Minorne gliceridne in negliceridne snovi
2.1.2.1 Fosfolipidi

Rastlinska olja vsebujejo v glavnem dve vrsti fosfolipidov: lecitine in cefaline, ki so
kemijsko pravzaprav triacilgliceroli, pri katerih je ena maSCobna kislina nadomesScena s
fosforjevo kislino.

2.1.2.2 Ogljikovodiki

Vecina olj vsebuje nasi¢ene in/ali nenasi¢ene ogljikovodike, od katerih je v najvecjih
koli¢inah zastopan skvalen. Ogljikovodiki predstavljajo del neumiljive frakcije, na
vsebnost pa moc¢no vpliva kultivar oljarice in tehnologija ekstrakcije.

2.1.2.3 Steroli

Steroli se v mascobah nahajajo v prosti obliki ali kot estri ma$cobnih kislin. Najbolj znan
sterol v zivalskih tkivih je holesterol, v rastlinskih tkivih pa fitosteroli, ki imajo pomembno
vlogo pri preprecevanju koronarnih bolezni. Med fitosteroli, ki so najbolj zastopani v oljih
so kampasterol, stigmasterol in sitosterol.

2.1.2.4 Klorofili in karotenoidi

Klorofili so zeleni pigmenti s porfirinsko strukturo in magnezijem v sredisc¢u. Karotenoidi
so lahko rumeni, rdeci ali vijoli¢ni. Karotenoide delimo v dve skupini: karoteni in
ksantofili (Nawar,1996). Vrsta in koli¢ina karotenoidov v rastlinskih oljih je odvisna od
vrste in kultivarja oljarice, stopnje dozorelosti semen oz. plodov, dejavnikov rastiséa,
rafinacije in skladiS¢enja olja. Klorofili in karotenoidi imajo za stabilnost olja pomembno
vlogo, saj lahko delujejo kot pro- ali kot antioksidanti (Cert in sod., 2000).
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2.1.2.5 Fenolne spojine

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, ki se v rastlini sintetizirajo za zaSCito pred
sevanji (zlasti UV) ter obrambo pred boleznimi, Skodljivci in drugimi stresnimi dejavniki.
Druzina fenolnih snovi je zelo velika in pestra. To so spojine, ki imajo najmanj en
aromatski obro€ in najmanj eno ali ve¢ hidroksilnih spojin neposredno vezanih na
aromatski obro€. V naravi so obi¢ajne spojine z ve¢ hidroksilnimi skupinami. Zanje so se
uveljavila tudi imena polifenoli, rastlinski fenoli ali biofenoli. Sestavljajo dobrSen del
'polarne frakcije', ki jo definiramo kot segment, pridobljen pri ekstrakciji iz plodov, semen
ali olja z meSanico metanola in vode. V nas$i raziskavi smo z izrazom skupne fenolne
spojine oznacili tiste sestavine, ki smo jih ekstrahirali z zmesjo metanola in vode ter
dolocili s Folin-Ciocalteu reagentom. Pri poimenovanju fenolnih spojin se priporoca
uporaba razdelitev po Stevilu C-atomov v molekuli in je prikazana v Preglednici 3.

Preglednica 3: Razvrstitev fenolnih spojin (Goodwin, 1983)

St. C atomov Osnovni skelet Skupina
6 Ce fenoli
7 CC, fenolne kisline
8 CC, fenilocetne kisline
hidroksicimetne kisline
9 C.C, fenilpro;')e'ni
kumarini
izokumarini
10 CCy naftokinoni
13 CC,Cs ksantoni
14 C.C,C, stilb?ni ‘
antrakinoni
15 CC,Cq flavonoidi
18 (C6Cs), hg?lam .
neolignani
30 (CC5C4), biflavonoidi
(CCy), lignini
(Con melanini
n (C,C; Cy), kondenzirani tanini
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Ker imajo fenolne spojine antioksidativni ucinek, prispevajo k vecji oksidativni stabilnosti
olja. Olju dajejo tipi¢en grenak okus, prispevajo k barvi olja, zato je njihova vsebnost v
oljih pomemben dejavnik pri oceni senzori¢ne kakovosti olj (Angerosa in sod., 1995).

Med rastlinskimi olji ugotavljajo prisotnost fenolnih spojin predvsem v olj¢nem olju.
Vsebnost fenolnih spojin, ki so jo doloc€ili v olj¢nem olju je zelo razli¢na. Vrednosti se
gibljejo v obmocju med 50mg/ kg in 500 mg/kg, v nekaterih primerih celo do
1000 mg / kg. Med olji, ki so pridobljena iz semen rastlin, ki tako kot navadni ricek
pripadajo druzini kriznic, je Vuorela s sodelavci (2003) v olju oljne repice (Brassica rapa),
ki so ga dobili s stiskanjem pri temperaturi 100 °C in zviSanem pritisku, dolocil vsebnost
skupnih fenolnih spojin 439 mg / kg (izrazeno kot sinapinska kislina). Koski s sodelavci
(2003) je v olju oljne ogrsc¢ice (Brassica napus), ki so ga prav tako dobili s stiskanjem pri
zviSani temperaturi in pritisku, doloc¢il vsebnost skupnih fenolnih spojin 1066 mg / kg
(izrazeno kot kavna kislina). V nam dostopni literaturi nismo zasledili podatkov, ki bi
potrdili, da olje navadnega ricka vsebuje fenolne spojine.

2.1.2.6 Tokoferoli in tokotrienoli

To je skupina v mas€obah topnih 6-hidroksi aromatskih spojin. Gre za $tiri tokoferole (a-,
B-, v-, 0-) in Stiri tokotrienole (a-, B-, y-, 6-). Strukturna formula tokoferolov je prikazana
na Sliki 1. Tokoferoli imajo nasi¢eno stransko verigo. Tokotrienoli imajo v stranski verigi
dvojne vezi na mestih 3', 7' in 11"

Bioloska aktivnost posameznih tokoferolov je odvisna od lege in Stevila metilnih skupin na
aromatskem obrocu ter od konfiguracije ob asimetri¢nih ogljikovih atomih v stranski verigi
(Eitenmiller, 1997). V primerjavi z ostalimi homologi je biolosko najbolj aktiven a-
tokoferol (vitamin E). Njegova bioloska aktivnost je dvakrat vecja od § in 6 homologov ter
100 kart vecja od y homologa.

Ugotovili so, da je antioksidativno delovanje pri nizjih temperaturah bolj uc¢inkovito pri a-
tokoferolu, temu sledijo p > y > 8. Pri povisanih temperaturah (60 °C do 100 °C) pa se
antioksidativna moc¢ obrne in je zaporedje u¢inkovitosti naslednje 6 >y > o > .

Naravni tokoferoli se nahajajo v rastlinskih tkivih. Zlasti veliko jih vsebujejo rastlinska
olja. V Preglednici 4 je prikazana vsebnost skupnih tokoferolov v nekaterih jedilnih oljih.
Dober vir tokoferolov so predvsem sojino in palmino olje ter olje psSeni¢nih kalckov.
Vsebnost skupnih tokoferolov med katerimi prevladuje y-tokoferol v sojinem olju je okoli
1200 mg / kg. Vsebnost skupnih tokoferolov z najbolj zastopanim o homologom v olju
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pSeni¢nih kalckov je do 2500 mg / kg. Vsebnost posameznega homologa lahko uporabijo
za ugotavljanje pristnosti oziroma potvorbe olja.

Zubr in Matthdus (2002) sta v svoji raziskavi doloc¢ila vsebnost tokoferolov v olju
navadnega ricka, ki so ga pridelali v razlicnih klimatskih pogojih. Med preiskovanimi
vzorci olja navadnega ricka sta dolocila vsebnosti skupnih tokoferolov v obmoc¢ju med
695 mg/ kg in 994 mg/kg. Ugotovila sta, da je v rickovem olju najbolj zastopan vy-
tokoferol. Vrednosti za vsebnost y-tokoferola v vzorcih olja navadnega ricka so bile od
651 mg / kg, vrednosti za vsebnost o-tokoferola v obmoc¢ju 14 mg/kg do 46 mg/ kg,
vrednosti za vsebnost o-tokoferola v obmocju 15 mg/kg do 30 mg/ kg, medtem ko [-
tokoferola v rickovem olju niso dolo¢ili.

Preglednica 4: Povprecna vrednost za vsebnost skupnih tokoferolov v nekaterih rastlinskih
oljih (Gunstone, 1994)

Vrsta olja Vsebnost tokoferolov / (mg / kg)
o B Y )
bombazevo 389 - 387 -
koruzno 112 50 602 19
sojino 75 15 797 266
soncni¢no 487 - 51 8
olj¢no 119 - 7 -
arasidovo 130 - 214 21
palmino 256 - 316 70
rickovo* 33,4 - 758 22,9
pSenicni kalcki 1330 710 260 271
$€Zamovo 136 - 290 -
repi¢no 210 1 420 -

* Zubr in sod., 2002
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Ri R2 Rs3

CH; CH; CHs a- tokoferol

CH3 H CHj B-tokoferol
H CH; CH; y-tokoferol
H H CH; d-tokoferol

Slika 1: Strukturna formula tokoferolov (Eitenmiller, 1997)

2.2 MASCOBE V PREHRANI

Mascobe so zaradi nekaterih svojih komponent, esencialnih mas¢obnih kislin, v mas¢obah
topnih vitaminov (A, D, E in K), antioksidantov (tokoferoli, polifenoli), zivljenjskega
pomena, ¢eprav se Se marsikje obravnava mascobe kot sestavino hrane, ki se jo je potrebno
izogibati. Prehransko fizioloSka kakovost mascob je razlicna in odvisna od izvora oziroma
sestave mascob. Prekomerno uzivanje mascob v vsakdanji prehrani povecuje tveganje za
nastanek debelosti, bolezni srca in ozilja, nekaterih vrst raka ter drugih civilizacijskih
bolezni. Pri tem mislimo predvsem na zauZzite nasi¢ene mascobne kisline, ki povecujejo
koncentracijo holesterola v krvi. Zato so v prekomernih koli¢inah v vsakdanji prehrani
nezazelene. Veckrat nenasiCene mascobne kisline so pomembne predvsem zaradi
obratnega delovanja, saj znizujejo koncentracijo holesterola v krvi. n-6 mascobne kisline
znizujejo lipoproteine nizke gostote (LDL) in lipoproteine visoke gostote (HDL) ter
delujejo antitrombogeno, n-3 mascobne kisline pa znizujejo LDL in zviSujejo HDL ter
znizujejo koncentracijo triacilglicerolov v plazmi in so antitrombogene (Simopoulos,
1999).

Veckrat nenasiCene mascobne kisline so podvrzene hitri peroksidaciji, zato ne smemo
pretiravati z njihovim uzivanjem. Kot je bilo omenjeno Ze v uvodnem delu, esencialnih
mascobnih kislin telo ne more sintetizirati samo, zato jth moramo v organizem vnesti s
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hrano. Esencialni mascobni kislini sta linolna (18:2 n-6) in a-linolenska (18:3 n-3) kislina.
Derivate esencialnih mascobnih kislin imenujemo pogojno esencialne mascobne kisline.
Te so: arahidonska (20:4 n-6), dokozaheksaenojska, DHA (22:6 n-3), eikozapentaenojska,
EPA (20:5 n-3) in dokozapentaenojska, DPA (22:5 n-3) masc¢obna kislina (Hlastan Ribic,
2002).

Mascobne kisline iz druzin n-3 in n-6 imajo pomembno vlogo pri rasti in razvoju
mozganov ter ziv€evja, vplivajo na permeabilnost in fluidnost bioloSkih membran, imajo
pomembno vlogo kot prekurzorji eikozanoidov in pri strukturi celiénih membran (Hlastan
Ribi¢, 2002). Optimalno razmerje med n-6 in n-3 naj bi bilo po priporocilih Svetovne
zdravstvene organizacije (WHO) med 5:1 do 10:1.

Prehranski viri esencialnih mascobnih kislin so predvsem ribe in ribja olja. Bogat vir n-3
mascobnih kislin pa so Se razli¢na rastlinska olja, olja iz oreskov, semen in zrn, zelena
listnata zelenjava in strocnice (Raper in sod., 1998).

2.3 LIPIDNA PEROKSIDACIJA / AVTOOKSIDACIJA

Dvojne vezi v oljih in masteh predstavljajo aktivno mesto, kjer lahko potece reakcija s
kisikom. Ta reakcija vodi do nastanka primarnih, sekundarnih in terciarnih oksidacijskih
produktov, kar ima za posledico tako poslabSanje senzoricnih lastnosti kot tudi prehranske
vrednosti zivila. Oksidacijo mas¢ob najbolj uc€inkovito prepre¢imo z ustrezno predelavo, tj.
predelavo, pri kateri so izgube naravno prisotnih antioksidantov (polifenoli, tokoferoli,..)
najmanjse, z odstranitvijo kovin, odsotnostjo kisika in svetlobe, nizkimi temperaturami ter
z dodatkom antioksidantov (Frankel, 1996).

Avtooksidacija je verizna reakcija prostih radikalov. Mehanizem oksidacije ima tri faze:
a) Iniciacija

Lipidno peroksidacijo sprozi katerakoli spojina, ki je dovolj reaktivna, da odvzame
vodikov atom iz metilenske skupine (-CH,-) lipida (RH). Odstranitev vodika potece na

ogljikovem atomu ob dvojni vezi.

RH—>R0+H0

b) Propagacija
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Nastali prosti radikal (Re) se veze s kisikom, kar vodi do nastanka peroksilnega radikala
(ROQOe).

R+ + 0, — ROO-

Peroksilni radikal nato reagira z novo molekulo lipidne molekule (RH), pri ¢emer se tvori
hidroperoksid (ROOH) in prosti radikal (Re), s ¢imer se nadaljuje verizna reakcija. Prosti
radikali se v tej fazi tvorijo brez zacetnih aktivatorjev.

ROO+ + RH — ROOH + Re
c¢) Terminacija

Reakcija se zakljuci, ko prosti radikali reagirajo med seboj, kar vodi do nastanka
neaktivnih produktov. Nastane stabilna neradikalska meSanica. Zakljucne reakcije ustavijo
ponavljajoce reakcije prostih radikalov znacilne za propagacijsko stopnjo (Madhavi in
sod., 1995).

Re+R*>R-R

R+ + ROO+ — ROOR
ROO* + ROO* — ROOR + O,

2.3.1 Razgradnja hidroperoksidov

Primarni produkti oksidacije mascob, hidroperoksidi so nehlapni, brez vonja in okusa, zato
v hrani Se ne puS€ajo okusa po zarkem. Ne zaznamo jih, dokler ne doseZzejo dolocene
koncentracije in se zacnejo cepiti v spojine s kraj$imi verigami. V tej stopnji lahko pride do
dveh moznih cepitev:

- monomolekularne ali homolitske cepitve O-O vezi, kjer nastanejo radikali, ki lahko
napadejo ostale hidroperokside in nenasi¢ene mas¢obne kisline (Madhavi in sod., 1995)

ROOH — ROe + OHe.
- bimolekularne cepitve hidroperoksidov

2 ROOH — ROs + ROOs + H,O
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Alkoksilni radikali (ROe) nato vstopajo v nadaljnje reakcije, pri ¢emer nastanejo spojine z
neprijetnim zarkim okusom in vonjem: alkoholi, aldehidi, ketoni, estri, ogljikovodiki in
laktoni (Frankel, 1984).

2.4 DOLOCANIJE OKSIDATIVNE ZARKOSTI MASCOB

Oksidativno Zarkost mascob in stabilnost oz. odpornost mascobe proti pojavu Zarkosti
dolo¢amo s fizikalnimi in kemijskimi metodami. Osnova metod za spremljanje oksidativne
zarkosti olj in masti, je dejstvo da se mascoba preko Stevilnih stopenj in produktov
(peroksidi, hidroperoksidi) oksidira in pretvori v aldehide, ketone, alkohole in ostale
sekundarne produkte, ki so nosilci Zarkih arom (Frankel, 1984).

2.4.1 Kemijske metode

Obstaja veliko kemijskih metod za spremljanje oksidativne stabilnosti. Pri nasem delu
smo za spremljanje oksidativne stabilnosti merili peroksidno Stevilo in p-anizidinsko
vrednost. NajpogostejSe metode doloCanja peroksidnega Stevila temeljijo na jodometri¢ni
titraciji, pri kateri doloc¢imo koli¢ino joda, ki ga iz kalijevega jodida sprostijo peroksidi
prisotni v olju. Peroksidno Stevilo je dober pokazatelj kakovosti mascob v zgodnji fazi
oksidacije. Peroksidi in hidroperoksidi so brez okusa in zelo nestabilni, zato je njihova
prisotnost v olju zanesljiv pokazatelj, da bo priSlo do pojava arome po zarkem Frankel,
1984).

p-anizidinska vrednost je merilo za vsebnost aldehidov kot sekundarnih produktov
oksidacije prisotnih v olju. Metoda dolo¢anja p-anizidinske vrednosti je najbolj primerna
za oceno kvalitete starih olj.

2.4.2 Dolocanje odpornosti mascob proti oksidativni Zarkosti
Na voljo je vrsta metod za doloCanje odpornosti mas¢ob proti oksidativni zarkosti.

Odpornost mascobe proti oksidativni zarkosti je definirana kot ¢as, ki je potreben za
dosego kriti¢ne tocke oksidacije (indukcijska perioda).
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2.4.2.1 Rancimat

Pri tej metodi olje prepihujemo z zrakom pri visokih temperaturah (do 130 °C). Zrak
vodimo v posodo z destilirano vodo in spremljamo napredovanje oksidacije z merjenjem
elektrolitske prevodnosti vodne raztopine. Instrument podaja rezultate v obliki grafov, ki
prikazujejo odvisnost elektrolitske prevodnosti od casa. Nagel skok elektrolitske
prevodnosti ob dosegu indukcijske periode je posledica zviSane vsebnosti predvsem
hlapnih karboksilnih kislin kot kon¢nih produktov oksidacije (Laubli in sod., 1988).

Rancimat se veliko uporablja v industriji jedilnih olj in indukcijske periode, dobljeni z
Rancimatom so navedeni v specifikacijah olj. Rancimat sestavljata dve, z elektricnim
kablom povezani loCeni enoti, kar omogoca locitev reakcijske posode od delovnega
laboratorija, saj s tem ne prihaja do uhajanja vonjav v laboratorij. Povezava z LCD
displejem omogoca prikaz parametrov merjenja; instrument ima tudi termostatsko
kontroliran ogrevalni del in vodoodporno tipkovnico, kjer nastavljamo parametre merjenja.
Mikroprocesor omogoca graficni prikaz indukcijske faze.

Rancimat 679, izdelovalca Methrom, Svica, ima $iroko obmocje delovanja: Od 50 ° do
200 °C. Olje segrejemo na izbrano temperaturo, hlapne komponente (sproscene
karboksilne kisline) s pomocjo mehurckov zra¢nega toka vodimo v destilirano vodo in
merimo elektrolitsko prevodnost. Istoasno lahko dolocamo Sest vzorcev. Instrument
kontinuirno riSe krivulje prevodnosti v odvisnosti od ¢asa Sestih preiskovanih vzorcev in na
osnovi moc¢nega povecanja naklona krivulje, ki predstavlja konec indukcijske faze, belezi
indukcijske ¢ase. Cas, ki potete od zadetka testa do te tocke, je indukcijska perioda. V
Rancimatu pospesimo oksidacijo vzorca in na ta nacin dobimo podatek o stabilnosti olja.
Metoda ima visoko ponovljivost. Na indukcijski ¢as vpliva temperatura dolocanja. Ce
temperaturo povecamo za 10 °C, se indukcijski ¢as zmanjSa za polovico. (Laubli in sod.,
1988).

2.5 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so snovi, ki jih uporabljamo v izdelkih z mas¢obami in olji, da bi upocasnili
ali preprecili procese oksidacije, ki jo spremljajo spremembe senzori¢nih lastnosti, barve in
teksture.
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2.5.1 Delitev antioksidantov

Po izvoru delimo antioksidante na naravne in sinteticne. Sintetine antioksidante
pridobivajo s kemijsko sintezo. So =zelo ucinkoviti, vendar je njihova glavna
pomanjkljivost Skodljivo vplivanje na zdravje, zato je njihova uporaba koli¢insko omejena
in dolocena s predpisi.

Sinteti¢ni antioksidanti, ki se najpogosteje uporabljajo so:

- 3-terciarni butil -4- hidroksianizol ali BHA

- 2,6- di-terciarni butil -p- hidroksi toluen ali BHT
- 2-terciarni butil — hidrokinon ali TBHQ

- propil galat (PG)

OH
(H3C)3C C(CH3)3

Slika 2 : Strukturna formula sinteti¢nega antioksidanta BHT

Zanimanje za naravne antioksidante se je v zadnjih letih precej povecalo ravno zaradi
omenjenih Skodljivih ucinkov sinteticnih antioksidantov in njihove s pravilniki omejene
uporabe. Stevilne rastline vsebujejo antioksidativne komponente, vendar le nekatere med
njimi tudi dejansko sluzijo za pridobivanje naravnih antioksidantov. Med naravne
antioksidante Stejemo tokoferole, polifenole, karotene, askorbinsko kislino in ekstrakte
za¢imb. Antioksidativno u€inkovitost fenolnih spojin, ki so jih pridobili iz naravnih virov,
dokazujejo rezultati tevilnih raziskav (Kikuzaki in sod., 2002; Skrget in sod., 2005).

V zivilstvu je uporaba tokoferolov in polifenolov kot antioksidantov v glavnem omejena na
podroc¢je olj, masti in zivil z dolo¢eno vsebnostjo mascob, tako rastlinskega kot zivalskega
izvora.
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2.5.2 Delovanje antioksidantov

Antioksidanti delujejo tako, da se vkljucujejo v eno ali veC stopenj avtooksidacije tj.
iniciacijo, verizno reakcijo prostih radikalov in terminacijo. Vecina antioksidantov deluje
kot lovilci prostih radikalov in zaradi svoje fenolne strukture, delujejo kot donorji vodika
ali elektronov.

2.5.3 Antioksidativna aktivnost fenolnih spojin

Fenolne spojine imajo mocne antioksidativne lastnosti. Avtooksidacijo nenasic¢enih
mascobnih kislin zavirajo tako, da odcepijo vodik iz fenolne —OH skupine. Pri tem nastane
fenoksilni radikal, A*, ki je relativno stabilen. Odcepljeni vodikov atom se hitro poveze z
lipidnim radikalom. S tem se prekine verizna reakcija prostih radikalov in tako zaustavi
reakcija oksidacije lipidov (Shahidi, 1995). Slika 2 prikazuje reakcije fenolnih
antioksidantov z lipidnimi radikali.

ROO. + AH — ROOH + A.
RO« + AH — ROH + A.

ROO. + Ae - ROOA

RO« + Ae —» ROA

ROOH = hidroperoksid

ROO. = alkil peroksidni radikal
ROe = alkoksilni radikal

AH = antioksidant
Ae =radikal antioksidanta

Slika 3: Reakcije antioksidantov z lipidnimi radikali

Ucinkovitost antioksidantov je tem vecja, ¢im manjsSa je jakost vezi A-H. Pri tem nastali
fenoksilni radikal, A°®, ne sme sproziti novih radikalskih reakcij, niti se hitro oksidirati.
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Radikali fenolnih antioksidantov so relativno stabilni zaradi resonan¢ne delokalizacije
nesparjenih elektronov okrog aromatskega obroca.

Na Sliki 4 je prikazano antioksidativno delovanje fenolne spojine hidroksitirosola.

HO
"

HO %}CHE—CHE—DH +  ROOe -

HO

L
0 TSCH,—CH,—OH + ROOH

Slika 4: Princip antioksidativnega delovanja hidroksitirosola (Gunstone, 1984)
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 ZASNOVA RAZISKAVE
3.1.1 Karakterizacija sveZega olja navadnega ricka

Svezemu olju navadnega ricka smo dolocili kislinsko S§tevilo, jodovo Stevilo,
saponifikacijska Stevilo, peroksidno Stevilo, p-anizidinsko Stevilo, izvedli ekstrakcijo
fenolnih spojin ter dolo€ili vsebnost skupnih fenolnih spojin in skupnih tokoferolov.

3.1.2 Spremljava oksidativne stabilnosti olja ter vsebnosti fenolnih spojin in skupnih
tokoferolov

Oksidativno stabilnost olja ter vsebnost fenolnih spojin in skupnih tokoferolov v olju pri
50 °C smo spremljali na naslednji nacin: olje smo zatehtali (50 g) v ¢aSe volumna 100 mL,
jih pokrili z urnim steklom in dali v pe¢ za 44 dni na temperaturo 50 °C. V izbranih
casovnih intervalih smo odvzeli vzorce in jim doloc¢ali peroksidno Stevilo, p-anizidinsko
Stevilo, kislinsko Stevilo, vsebnost skupnih in posameznih tokoferolov ter izvedli
ekstrakcijo fenolnih spojin za dolocitev vsebnosti fenolnih spojin. Ekstrakte smo do analize
hranili pri temperaturi -5 °C.

3.1.3 Dolocitev antioksidativne ucinkovitosti fenolnih spojin ekstrahiranih iz
rickovega olja

Antioksidativno ucinkovitost fenolnih spojin ekstrahiranih iz rickovega olja smo
ugotavljali na naslednji nacin: iz svezega rickovega olja (~5g) smo ekstrahirali skupne
fenolne spojine, po suSenju ekstrakta na rotavaporju, smo posuSen ekstrakt raztopili v enem
mililitru etanola. 0,9 mL etanolne raztopine ekstrahiranih fenolnih spojin smo dodali k 55 g
olja barvilnega rumenika (Carthamus tinctorius) (SIGMA — ALDRICH), ki po zagotovilih
proizvajalca ne vsebuje antioksidantov. Koncentracija fenolnih spojin v tako pripravljeni
zmesi olje + ekstrakt fenolnih spojin je bila 11 mg fenolnih spojin na kg olja.

Zascitni ucinek ekstrahiranih fenolnih spojin na oksidativno stabilnost lipidnega sistema
smo spremljali z dvema preizkusoma dolocanja oksidativne stabilnosti.

V prvem primeru smo olje barvilnega rumenika (15 g) brez dodatka in z dodanim

evve
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temi pri temperaturi 65 °C. Periodicno smo v 7 dnevnih intervalih odvzeli vzorce in jim
dolocali peroksidno Stevilo. V drugem primeru smo zascCitni ucinek dokazali z Rancimat
metodo tako, da smo izmerili indukcijsko periodo olja barvilnega rumenika brez in z
dodanim ekstraktom fenolnih spojin. ZasCitni ucinek ekstrahiranih fenolnih spojin na
oksidativno stabilnost lipidnega sistema, E ¢ SO izrazili kot:

IP —IP
— ekstrakt % 1 00% .. (1)

ekstrakt
1P

E

1Py ctrakt- - -vrednosti  indukcijske periode za olje barvilnega rumenika z dodanim

ekstraktom fenolnih spojin iz olja navadnega ricka
IP............vrednost indukcijske periode za olje barvilnega rumenika brez dodanega
antioksidanta.

3.2 MATERIAL ZA RAZISKAVO

Za raziskavo smo uporabili olje pridobljeno iz semen navadnega ricka (Camelina sativa)
letnik 2005, ki so ga pridelali v okolici Otiskega vrha na KoroSkem. To je nerafinirano
olje. Po stiskanju sledi zgolj filtracija. Do zacetka analiz smo olje tri tedne hranili v

hladilniku (8 °C) v temni steklenici, oviti v Alu-fix folijo.

Vsi reagenti in topila, ki smo jih uporabili pri analiznih metodah so bili analitske Cistoce.

3.3 KEMIJSKE ANALIZE VZORCEV
3.3.1 Dolocanje peroksidnega Stevila

Peroksidno Stevilo je definirano kot mnoZzina O, (mmol) v kilogramu mascobe. Metoda
dolocanja je povzeta po AOAC Official Method 965.33.

a) Postopek

Odtehtamo 5 gramov olja v 250 mL erlenmajerico in vzorcu dodamo 25 mL zmesi ocetne
kisline in kloroforma v razmerju (3 : 2). Zmes meSamo dokler se olje ne raztopi. Raztopini
dodamo 1,0 mL nasi¢ene raztopine kalijevega jodida, zmes premeSamo in pustimo stati v
temi tocno dve minuti. Sprosceni jod titriramo s standardno raztopino natrijevega tiosulfata
(¢ =0,1 mol /L ). Kot indikator uporabimo raztopino Skrobovice. Vzporedno s tem
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poskusom opravimo Se slepi poskus, v katerem ravnamo enako, le da v tem primeru ne
uporabimo vzorca olja.

b) Peroksidno $tevilo izraunamo iz zveze:

PS = (VNa25203 - VNazSzO3 (s.v.))' CNay$503 -1000 2
2-m
PS..... peroksidno Stevilo izraZzeno v (mmol O, / kg)

Vays,04 - --POraba natrijevega tiosulfata za titracijo vzorca (mL)
VNas,05 s, -+ Poraba natrijevega tiosulfata za titracijo slepega vzorca (mL)
Cnuss,05 - -KONCENLIacija natrijevega tiosulfata (mol / L)

Moo ouenn.. masa vzorca (g)

c) Peroksidno Stevilo smo dolocali v treh paralelkah, povprecna napaka doloCitve je
znaSala + 0,5 mmol O, / kg.

3.3.2 Dolocanje p-anizidinske vrednosti

p-anizidinska vrednost (p-AV) je definirana kot 100-kratna absorbanca raztopine, ki je
posledica reakcije 1 g masc¢obe v 100 mL meSanice topila, merjene pri 350 nm v 10mm
celici pri pogojih dolo¢anja. Metoda dolocanja je povzeta po IUPAC Method 2.504.

a) Postopek

2-3 grame olja zatehtamo v 25 mL bucko in s heksanom dopolnimo do oznake in
pomerimo absorbanco (4b) pri valovni dolzini 350 nm. Pri tem uporabimo topilo za slepi
vzorec. Nato odpipetiramo 5 mL raztopine olja v heksanu v 10 mL epruveto. V drugo
10 mL epruveto odpipetiramo 5 mL topila in v vsako od 10 mL epruvet dodamo ImL
reagenta p-anizidina ( 2,5 g p-anizidina / L ledocetne kisline) in premeSamo. Po natanko
10 minutah izmerimo absorbanco (4s) pri valovni dolzini 350 nm in uporabimo za slepi
vzorec vsebino iz druge epruvete.
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p-anisidinsko vrednost izraunamo po enacbi :

p—dy =25. L2 As=4b) .3

m

p-AV...para anizidinska vrednost

As.. ...absorbanca vzorca pri 350 nm z dodanim p-anizidinom
Ab.....absorbanca vzorca pri 350 nm brez dodatka p-anizidina
Mm...... masa vzorca (g)

¢) p-anizidinsko vrednost smo dolocali v dveh paralelkah. Povpre¢na napaka dolocitve je
znaSala + 0.4.
3.3.3 Kislinsko Stevilo

Kislinsko Stevilo je definirano kot masa kalijevega hidroksida (mg), ki nevtralizira proste
mascobne kisline v 1,0 g mascobe. Modificirana metoda je povzeta po ISO 660.

a) postopek
2,0 do 5,0 g olja raztopimo v 10 mL zmesi etanola in etra (1:1), zmesi dodamo nekaj
kapljic fenolftaleina ter titriramo s standardno raztopino KOH (c = 0,1 mol / L) do pojava

roznato rdece barve.

b) Kislinsko stevilo, izrazeno kot % oleinske kisline:

. 100V, - -M
KS = KoH * CxoH (4
1000 -m

KS...... kislinsko $tevilo
Viou - ---volumen porabljenega kalijevega hidroksida za titracijo vzorca (mL)
Cxon ----Koncentracija raztopine kalijevega hidroksida (mol /L)

M........ masa vzorca (g)
M....... molska masa oleinske kisline (g / mol)
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¢) Kislinsko stevilo smo dolocali v treh paralelkah. Povprecna napaka dolocitve je znasala
0,01 %

3.3.4 Saponifikacijsko Stevilo

Saponifikacijsko Stevilo je definirano kot masa kalijevega hidroksida (mg), ki ga
potrebujemo za popolno hidrolizo 1,0 g masti ali olja. Metoda je povzeta po AOAC
Ofticial Method 920.160.

a) Postopek

V bucko, ki je opremljena s povratnim hladilnikom, odtehtamo 2,0 g olja. Olju dodamo
25,0 mL etanolne raztopine kalijevega hidroksida (¢ = 0,5 mol / L) in segrevamo bucko na
vodni kopeli, dokler se zmes ne zbistri. Bucko ohladimo, notranje stene speremo z
destilirano vodo in titriramo prebitno mnozino kalijevega hidroksida s standardno vodno
raztopino HCI (c= 0,5 mol / L) ob fenolftaleinu kot indikatorju. Vzporedno izvedemo na
enak nacin t.i. slepi poskus, le da v tem primeru ne dodamo mascobe.

b) Saponifikacijsko Stevilo izracunamo iz zveze:

SS = Vacsvy = Vier)- ey - 56,1053

..(5)

m

SS.oin... saponifikacijsko Stevilo

Vacisy, ---poraba HCl za titracijo slepega vzorca (mL)
| poraba HCI za titracijo vzorca (mL)
Cnass,05 - - -KONCentracija raztopine HCI (mol / L)

Moeann.... masa vzorca (g)
56,1053...vrednost, ki ustreza molski masi kalijevega hidroksida

¢) Saponifikacijsko Stevilo smo dolo€ali v treh paralelkah. Napaka dolocitve je znaSala + 1.
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3.3.5 Jodovo Stevilo

Jodovo Stevilo je definirano kot masa joda (g), ki se adira na 100 g mascobe. Metoda je
povzeta po AOAC Official Method 920.185.

a) postopek

Odtehtamo 0,5 g olja v erlenmajerico z bruSenim zamaSkom in mu dodamo 15 mL
kloroforma. Ko se olje raztopi, dodamo mesSanici 25 mL raztopine jodovega bromida v
ocetni kislini. Raztopino premeSamo in pustimo stati v temi 30 minut. Nato dodamo 20 mL
vodne raztopine kalijevega jodida in premeSamo. Notranje stene erlenmajerice speremo z
destilirano vodo in raztopino titriramo z raztopino natrijevega tiosulfata (c =0,1 mol / L)
do bledorumene barve. Nato dodamo raztopini nekaj mL Skrobovice in nadaljujemo s
titracijo, dokler se raztopina ne razbarva. Vzporedno izvedemo Se slepi poskus, tako, da
damo v erlenmajerico 15,0 mL kloroforma in 25 mL raztopine jodovega bromida v ocetni
kislini ter zmes pustimo stati v temi 30 minut, nato pa ravnamo enako kot pri vzorcu.

b) Jodovo Stevilo izraCunamo iz zveze:

‘ (VNa25203(S.V.) - VNa28203 )'CNa25203 -12,6905

JS = ..(6)
m

) A Y jodovo Stevilo

VNaz$,03(s.v.)- - - Poraba natrijevega tiosulfata za titracijo slepega vzorca (mL)

VNaz$y03-++ ++oo poraba natrijevega tiosulfata za titracijo vzorca (mL)

C NaySy03+++ -+ koncentracija raztopine natrijevega tiosulfata (mol / L)

Moiiiiiinnnnnn. masa vzorca (g)

12,6905.........vrednost, ki ustreza desetinki atomske mase joda

¢) Jodovo Stevilo smo dolocali v treh paralelkah. Napaka dolocitve je znasala + 1
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3.3.6 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v olju
3.3.6.1 Ekstrakcija

5 gramov olja smo raztopili v 50 mL heksana in ekstrahirali s 3x po 20 mL 80 % metanola,
nato ekstrakte zdruzili in odparili topilo v rotavaporju pri temperaturi 30 °C. Suhi
preostanek smo raztopili v 2 mL metanola.

3.3.6.2 Folin-Ciocalteu metoda

Dolocitev po Folin-Ciocalteu metodi temelji na oksidaciji fenolnih spojin v alkalnem
mediju ob pomoci reagenta (fosfomolibdenska-fosfovolframova kislina) v modro obarvan
kompleks, ki absorbira svetlobo pri 765 nm. Postopek dolocitve je bil opravljen po
modificirani metodi opisani v literaturi (Gutfinger, 1981) na naslednji nacin: odvzeli smo
0,1 mL metanolnega ekstrakta, mu dodali 0,125 mL Folin-Ciocalteu reagenta (ImL
FC:2mL vode) in mesali tri minute. Nato smo dodali 0,125 mL natrijevega karbonata (20%
raztopina), dopolnili z vodo do 1 mL (0,65 mL) in centrifugirali Stiri minute pri
5000 obratov / min. Po 40 minutah smo izmerili absorbanco pri valovni dolzini 765 nm
proti slepem vzorcu. Slepi vzorec smo pripravili po istem postopku, brez dodanega
reagenta. Vsako dolocitev absorbance smo opravili v dveh ponovitvah.

3.3.6.3 Priprava umeritvene krivulje

Za pripravo umeritvene krivuljo smo uporabili klorogensko kislino. V bucko (25 mL) smo
zatehtali 0,014 g kisline in dopolnili z destilirano vodo do oznake. Koncentracija tako
pripravljene izhodne raztopine je bila 560 mg /L. V epice smo dodali izbrane volumne
(V) izhodne raztopine klorogenske kisline in po Folin-Ciocalteu metodi izmerili
absorbanco, A pri 765 nm. Vsako dolocitev absorbance smo opravili v dveh ponovitvah. V
Preglednici 6 so podane vrednosti za masno koncentracijo klorogenske kisline v epici,
ik, 1n vrednosti za izmerjeno absorbanco.

Preglednica 5: Vrednosti za masno koncentracijo klorogenske kisline v epici, yk.k. in
vrednosti za izmerjeno absorbanco, A

V /(mL) V H,O /(mL) Yk (mg/L) A
0,01 0,74 5,6 0,352
0,02 0,73 11,2 0,677
0,04 0,71 22,4 1,225
0,06 0,69 33,6 1,697
0,08 0,67 44,8 2,080
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Z linearno regresijsko analizo smo dolocili smerni koeficient premice (umeritvene
krivulje), ki je prikazana na Sliki 5. Vrednost za smerni koeficient, £ je 0,0493 + 0,002
(R =10,996).

2,5

absorbanca
*

0,5 -

0 T T T T
0 10 20 30 40 50

masna koncentracija klorogenske kisline / (mg / L)

Slika 5: Umeritvena krivulja za dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin v vzorcih olja
navadnega ricka

3.3.6.4 Izracun vsebnosti skupnih fenolnih spojin

Masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin v epici, y, , izraCunamo iz zveze:
"k =Alk (7

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v olju, izrazeno kot mg klorogenske kisline na kg olja
(mg / kg) izra¢unamo v skladu z naslednjo relacijo:

. . . 200y,
vsebnost skupnih fenolnih spojin = ——= ...(8)

vz

m,,...masa vzorca (g)
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3.3.7 Rancimat metoda

Indukcijske case vzorcev smo dolocili z Rancimatom 679, po navodilih proizvajalca
Metrohm ( Metrohm Ltd., Herisau, Svica). Pogoji dolo¢anja so bili naslednji: 3 mL vzorca,
110 °C, pretok zraka 20 L / h. Vzorce smo analizirali v dveh paralelkah, indukcijski ¢as pa
izrazili v urah.

3.3.8 Dolocanje vsebnosti tokoferolov s tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti
(HPLC)

Vsebnost tokoferolov v vzorcih smo dolocili s teko¢insko kromatografijo visoke loc¢ljivosti
(HPLC) po metodi ISO 9936 (1997). Analize vzorcev so bile izvedene na tekocinskem
kromatografu Agilent HPLC 110 sistem, opremljenim z :

- binarno ¢rpalko (BinPump G1312A),

- aktivno termostatiranim avtomatskim vzorcevalnikom Automatic Liquid Sampler
ALS G1329A + AlsTherm G1330B),

- termostatiranim predelom za kolone (COLCOLM G1316A),

- analizno kolono: Phenomenex Luna 5pu Silica(2), 250 x 4,60 mm

- fluorescen¢nim detektorjem (FLD G1321A); valovna dolzina vzbujanja 290 nm,
valovna dolzina emisije: 330 nm

Mobilna faza: heksan:izopropanol = 99,3:0,7. Pretok mobilne faze: ImL / min.
Injekeijski volumen: 20 pL.
Vzorce smo analizirali v paralelki, vsebnost tokoferolov pa izrazili v mg / kg.
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4 REZULTATI
4.1 REZULTATI KEMIJSKIH ANALIZ VZORCA
V Preglednici 6 so podane vrednosti saponifikacijskega Stevila, jodovega Stevila in

kislinskega Stevila svezega olja navadnega ricka. Podane so tudi vrednosti kislinskega
Stevila po 9, 27 in 44 dneh skladi$¢enja v temi pri temperaturi 50 °C.

Preglednica 6: Vrednosti za saponifikacijsko, jodovo in kislinsko S$tevilo olja
navadnega ricka

parameter ¢as skladisCenja / dnevi vrednost
saponifikacijsko Stevilo / 0 178 £ 1
(mg KOH / g olja)
jodovo stevilo / 0 105+ 1
(g1,/100 g olja)
0 0,54 + 0,01
kislinsko stevilo / % ’ R
27 0,71 £ 0,01
44 0,74 +£ 0,01

Vrednost za kislinsko Stevilo, izrazeno kot odstotek oleinske kisline je znasalo v svezem
olju navadnega ricka 0,54 %. Kot je razvidno iz Preglednice 6, je vsebnost prostih
mascobnih kislin s ¢asom skladiS¢enja narascala. Po 44 dneh skladis¢enja je bila vsebnost
prostih mas¢obnih kislin v olju 0,74 %. 1,
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Vsebnost primarnih produktov oksidacije, izrazenih kot peroksidno Stevilo v odvisnosti od
Casa skladiS¢enja olja v temi pri temperaturi 50 °C je podana v Preglednici 7. Slika 6
prikazuje odvisnost peroksidnega Stevila od Casa skladiS€enja olja v temi pri temperaturi
50 °C. Vrednost peroksidnega Stevila svezega olja je znaSala 2,30 mmol O, / kg. Zatem je

tvorba primarnih produktov oksidacije hitreje napredovala. 1z Slike 6 je razvidno, da je
peroksidno Stevilo po 44 dneh skladiS¢enja naraslo do vrednosti 40,7 mmol O, / kg.
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Slika 6: Odvisnost peroksidnega Stevila olja navadnega ricka od casa skladiScenja (t) v temi pri
temperaturi 50 °C
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Nastanek sekundarnih produktov oksidacije smo spremljali z dolocitvijo p-anizidinske
vrednosti (p-AV). p-AV je v svezem olju znaSala 2,3. Preglednica 7 podaja p-AV v
odvisnosti od casa skladisS¢enja olja v temi pri temperaturi 50 °C. Na Sliki 7, kjer je
prikazana p-AV v odvisnosti od Casa skladiScenja olja v temi pri temperaturi 50 °C, vidimo,
da le ta s ¢asom naraS¢a. Po prvih dneh skladis¢enja se p-AV signifikantno ni razlikovala
od p-AV za sveze olje. Zatem je tvorba produktov oksidacije hitreje napredovala. Po 44
dneh skladis¢enja je p-4V narasla do vrednosti 39.
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Slika 7: Odvisnost p-anizidinske vrednosti olja navadnega ricka od ¢asa skladisCenja (t) v temi pri
temperaturi 50 °C
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V Preglednici 7 so podane vrednosti za vsebnost skupnih fenolnih spojin, v odvisnosti od
Casa skladiscenja pri temperaturi 50 °C. Iz Slike 8 je razvidno, da vsebnost skupnih
fenolnih spojin v olju navadnega ricka pada s ¢asom skladis¢enja. V svezem rickovem olju
smo dolocili vsebnost skupnih fenolnih snovi 123 mg / kg. Po 44 dneh skladis¢enja je bila
vsebnost skupnih fenolnih spojin v olju 58 mg / kg.
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120 +

100 -
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0 ‘ ‘ ‘
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t/ dnevi

vsebnost fenolnih spojin / (mg / kg)

Slika 8: Vsebnosti skupnih skupnih fenolnih spojin v olju v odvisnosti od ¢asa skladis¢enja (t) v
temi, pri temperaturi 50 °C
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Preglednica 7: Vrednosti za peroksidno Stevilo, p-anizidinsko vrednost, vsebnost skupnih fenolnih spojin in skupnih tokoferolov v odvisnosti

od Casa skladiS¢enja v temi pri temperaturi 50 °C

cas skladiscenja / peroksidno Stevilo / p-anizidinska vrednost | vsebnost skupnih fenolnih vsebnost skupnih
(dnevi) (mmol O, / kg) spojin / (mg / kg) tokoferolov / (mg / kg)
0 2,30 £ 0,01 2,3+0,1 123,2+0,2 750,8 +£27,2
2 2,72 +£0,02 2,2+0,1 121,8+0,6 nd
6 5,31+£0,03 4,5+0,1 117,1+£0,5 nd
9 8,6 0,2 6,9+0,3 nd nd
15 18,3+0,5 14,4+0,1 92,4+0,5 439,3+129
20 25,7+0,2 20,3+0,3 81,3+ 0,4 nd
27 nd nd 71,6 £0,5 291,0 + 16,0
34 34,7+0,5 31,6 £ 0,4 nd nd
44 40,7+0,2 39,0+ 1,0 57,8 +0,1 nd

nd- ni dolod¢itve
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Na Sliki 9 je pokazana vsebnost skupnih fenolnih spojin v olju navadnega ricka kot
funkcija peroksidnega Stevila. Vidimo, da vsebnost skupnih fenolnih spojin pada z

naraS¢ajo¢im peroksidnim Stevilom.
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Slika 9: Vsebnost skupnih fenolnih spojin kot funkcija peroksidnega Stevila

Kako se spreminja vsebnost skupnih fenolnih spojin ob istodasnem narai¢anju PS, smo
opisali z linearno zvezo:

Vsebnost skupnih fenolnih spojin = a, + a,PS ...(9)

a, in a, sta regresijska parametra. Vrednosti a,, a, in korelacijski koeficient R, smo dobili z
linearno regresijsko analizo. Omenjene vrednosti znasajo: a, = 126 £ 0,9, a, = -1,71 + 0,04
in R =-0,999.
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Na Sliki 10 je pokazana vsebnost skupnih fenolnih spojin v olju navadnega ricka kot
funkcija p-AV.
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Slika 10: Vsebnost skupnih fenolnih spojin kot funkcija p-4V

Na Sliki 10 vidimo, da vsebnost skupnih fenolnih spojin linearno pada z naras¢ajoco p-AV.
(R=-0,984).
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Vsebnosti tokoferolov v svezem olju, ki smo ga skladis¢ili 15 dni oz. 27 dni v temi pri
temperaturi 50 °C so podane v Preglednici 8.

Preglednica 8: Vsebnost tokoferolov v olju navadnega ricka v odvisnosti od casa
skladis¢enja pri temperaturi 50 °C

OL 1 OL2 OL3
vsebnost a- tokoferola / (mg / kg) 40,8 +8,2 6,3+1,9 <md
vsebnost B-tokoferola / (mg / kg) <md <md <md
vsebnost y-tokoferola / (mg / kg) 710+ 19 433 +11 291 £ 16

vsebnost skupnih tokoferolov /
750,8 27,2 439,3+ 12,9 291+ 16
(mg /kg)

OL 1... sveZe olje

OL 2... olje, skladis¢eno pri temperaturi 50 °C 15 dni
OL 3... olje, skladis¢eno pri temperaturi 50 °C 27 dni
md....... meja detekcije
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v e

casom skladiscenja, tako kot je prikazano na Sliki 11. V svezem olju navadnega ricka smo
dolocili vsebnost skupnih tokoferolov 751 mg / kg. Po 27 dneh skladiS¢enja je bila v olju
vsebnost skupnih tokoferolov 291 mg / kg. Med tokoferoli, ki smo jih dolocili v svezem
olju sta a-tokoferol (41 mg/kg) in y-tokoferol (710 mg / kg). Vsebnost za B-tokoferol je
bila pod mejo dolocljivosti.
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300 -

200 -
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Slika 11: Vsebnosti tokoferolov v olju navadnega ricka v odvisnosti od ¢asa skladis¢enja (t) v temi

pri temperaturi 50 °C
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Na Sliki 12 je prikazan delez antioksidantov (fenolne spojine, a-tokoferol in y-tokoferol),
ki so preostali v olju po 15 in 27 dneh skladiS¢enja. Na Sliki 12 vidimo, da je po 15 dneh
skladiS¢enja olja v temi pri temperaturi 50 °C v olju preostalo Se 75 % zaetne vsebnosti
skupnih fenolnih spojin, 60 % zacetne vsebnosti y-tokoferola in manj kot 10 % a-
tokoferola. Po 27 dneh skladiS¢enja olja v temi pri temperaturi 50 °C je v olju preostalo Se
60 %zacetne vsebnosti skupnih fenolnih spojin, 40 % zacetne vsebnosti y-tokoferola,
medtem ko a-tokoferola po tem Casu v olju nismo vec uspeli dolociti.
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—e— y-tokoferol
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polifenoli
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Slika 12: Preostanek antioksidantov v olju navadnega ricka v odvisnosti od Casa skladiS¢enja (t) v
temi pri temperaturi 50 °C
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Preglednica 9 nam prikazuje indukcijske periode za olje barvilnega rumenika, doloCene z
Rancimatom pri temperaturi 110 °C. Kot je razvidno iz Preglednice 9 je indukcijska
perioda za vzorec olja barvilnega rumenika z dodanim ekstraktom fenolnih spojin (11
mg / kg) daljsa (13,4 h), kot pri vzorcu brez dodatka (12,3 h).

Preglednica 9: Indukcijske periode vzorcev olja barvilnega rumenika brez in z dodanim
ekstraktom fenolnih spojin, dolo¢eni z Rancimatom pri temperaturi 110 °C

vzorec indukcijski perioda / h

olje barvilnega rumenika 12,3+£0,3

lj il ika +
olje barvilnega rumenika 13,4+0,5

ekstrakt fenolnih spojin

V Preglednici 10 so podane vrednosti za PS olja barvilnega rumenika brez dodanega
ekstrakta fenolnih spojin in z dodanim ekstraktom fenolnih spojin (11 mg/kg), v
odvisnosti od casa skladiSCenja v temi, pri temperaturi 65 °C. Iz Preglednice 10 je
razvidno, da je po 6 dneh skladis¢enja PS olja, ki je vsebovalo ekstrakt fenolnih spojin
11,3 + 0,2 mmol O, / kg. Omenjena vrednost se signifikantno lo¢i od vrednosti za PS olja

brez dodanega ekstrakta, ki znasa 14,0 + 0,1 mmol O,/ kg. Kot je videti v Preglednici 10,

se po 12 dneh skladis¢enja vrednosti za PS olja brez in z dodanim ekstraktom signifikantno
ne razlikujeta.

Preglednica 10: Vrednosti peroksidnega Stevila olja barvilnega rumenika brez in z
dodanim ekstraktom fenolnih spojin v odvisnosti od ¢asa skladis¢enja v
temi, pri temperaturi 65 °C

peroksidno Stevilo / (mmol O, / kg )

¢as skladiscenja / dnevi olje barvilnega rumenika olje barvilnega rl.lmenllfa "
ekstrakt fenolnih spojin
0 7,3+£0,2 7,2+0,1
6 14,0 £ 0,1 11,3+0,2
12 19,2+0,1 18,9+0,2
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V okviru diplomskega dela smo v svezem olju navadnega ricka (Camelina sativa) dolocili
vsebnost prostih masS¢obnih kislin, prisotnost primarnih in sekundarnih produktov
oksidacije ter vsebnost skupnih fenolnih spojin in tokoferolov. Zatem smo zasledovali,
kako se omenjeni parametri spreminjajo s ¢asom skladiS¢enja olja v temi pri temperaturi
50 °C. Poleg tega smo dokazali tudi antioksidativno delovanje ekstrakta fenolnih spojin iz
rickovega olja.

Vsebnost prostih maScobnih kislin je eden izmed parametrov s katerim se vrednoti
kakovost olj. Sveze ri€kovo olje, ki smo ga uporabili v nasi raziskavi je vsebovalo 0,54 %
prostih maScobnih kislin, izrazenih kot odstotek oleinske kisline. Glede na Pravilnik o
jedilnih oljih, (2003) je omenjena vrednost sprejemljiva. Najvi§ja vrednost prostih
masScobnih kislin v nerafiniranih oljih dolo¢ena z omenjenim pravilnikom je 3,0 %.
Prisotnost prostih masc¢obnih kislin v olju je posledica hidrolitskega delovanja lipoliti¢nih
encimov med pripravo semen za proizvodnjo olja. Vsekakor je kislinsko Stevilo parameter,
ki pokaze na to, kako se je obravnavalo semena pred in med stiskanjem olja. Med
skladiS¢enjem olja v temi pri temperaturi 50 °C je vsebnost prostih maS¢obnih kislin rahlo
narasla in po 44 dneh skladiS¢enja dosegla vrednost 0,74 %.

Vrednost peroksidnega Stevila v svezem rickovem olju je znasala 2,30 mmol O, /kg.

Glede na Pravilnik o jedilnih oljih je vrednost sprejemljiva. Najvisja dovoljena vrednost za
peroksidno Stevilo nerafiniranega olja po Pravilniku o jedilnih oljih, (2003) je
10 mmol O, / kg.

Proces avtooksidacije v olju navadnega ricka med 44 dnevnim skladi§¢enjem v temi pri
temperaturi 50 °C smo spremljali tako, da smo periodi¢no dolocali peroksidno Stevilo in p-
anizidinsko vrednost. Stopnja iniciacije v procesu avtooksidacije rickovega olja pri
izbranih pogojih je trajala dva dni, saj je bila v tem obdobju vrednost PS v okviru
eksperimentalne napake konstantna. V naslednjih dneh je bila tvorba primarnih produktov
oksidacije bolj napredujoca, kar je znacilno za stopnjo propagacije. V 44 dneh skladis¢enja
je peroksidno Stevilo naraslo do vrednosti 40,7 mmol O, /kg. Stopnja terminacije tj.
stopnja ko se vrednost PS s ¢asom skladis¢enja ne spreminja ve¢, v 44 dneh skladiséenja
pri izbranih pogojih v olju navadnega ricka ni bila dosezena.
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Najvi§ja dovoljena vrednost za peroksidno Stevilo (10 mmol O, /kg), ki jo doloca

Pravilnik o jedilnih oljih, (2003) je bila v olju dosezena po desetih dneh skladiScenja.
Vemo, da je temperatura eden izmed pomembnejSih dejavnikov, ki znatno vplivajo na
hitrost oksidacije. Zato je zanimiva primerjava z rezultati raziskave, ki je bila opravljena na
Abram, 2005). V tem primeru je bila omenjena najvisja dovoljena vrednost PS doseZena
Sele po 6,5 mesecih skladiS¢enja.

Zanimiva je tudi primerjava z rezultati raziskave (Koski in sod., 2003), ki so jo opravili na
ogrs¢iCnem olju (Brasica napus), ki tako kot navadni ri¢ek pripada druzini kriznic. Pri
temperaturi skladi¢enja 60 °C, ki je bila v primerjavi z naso vi§ja za 10 °C, je PS doseglo
vrednost 10 mmol O, / kg v ogri¢i¢nem olju po 12 dneh skladiS¢enja v temi. Kaze, da je
ogrscicno olje oksidativno stabilnejSe od rickovega olja, ki smo ga uporabili v nasi
raziskavi. Po 20 dneh skladi$¢enja pri omenjenih pogojih je PS ogri¢i¢énega olja naraslo na
21 mmol O, / kg. Ti izsledki kaZejo, da je stopnja nenasicenosti eden izmed parametrov, ki
znatno vplivajo na hitrost avtooksidacije. Ogrs¢i¢no olje ima namre¢ visoko vsebnost
(50 %) enkrat nenasicene oleinske kisline in v primerjavi z oljem navadnega ri¢ka znatno
nizjo vsebnost a-linolenske kisline (10 %).

Omenili smo Ze, da na hitrost avtooksidacije olja vpliva tudi prisotnost naravno prisotnih
spojin z antioksidativnim delovanjem. V olju oljne ogrs¢ice v raziskavi Koskijeve in sod.
(2003) je bila vsebnost tokoferolov podobna vsebnosti tokoferolov v olju navadnega ricka
v na$i raziskavi (Preglednica 8). Vsebnost skupnih fenolnih spojin v olju oljne repice,
(1066 mg / kg) pa je znatno presegla vsebnost fenolnih spojin, ki smo jo dolocili v olju
navadnega ri¢ka v okviru nase raziskave (Preglednica 7).

p-anizidinska vrednost se v olju navadnega ricka v prvih dveh dneh skladiS¢enja ni
povecala. Ker je omenjena vrednost merilo za nastanek aldehidov in sekundarnih
produktov oksidacije, lahko sklepamo, da se ti produkti v prvih dneh skladiS¢enja niso
tvorili. V naslednjih dneh skladiS€enja pri izbranih pogojih je bila tvorba sekundarnih
produktov oksidacije bolj napredujoca. Po 44 dneh skladiScenja je p-AV dosegla vrednost
39.

Del raziskave je bil namenjen dolo€itvi vsebnosti skupnih fenolnih spojin (izrazeno kot
klorogenska kislina) v rickovem olju, ki smo jih iz olja ekstrahirali z 80 % metanolom in
dolocili s Folin-Ciocalteu metodo. V svezem rickovem olju smo dolo¢ili vsebnost skupnih
fenolnih spojin 123 mg/ kg. V primerjavi z olji, ki so bogata s fenolnimi spojinami, npr.
olj¢no ali repicno oz. ogrs¢icno olje, je vsebnost fenolnih spojin v rickovem olju sicer
nizja, vendar ne zanemarljiva. Omenili smo Ze visoko vsebnost skupnih fenolnih spojin v
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olju oljne ogrscice (1066 mg / kg), ki jo je dolocila Koskijeva in sod. (2003). Poudariti je
treba, da so v omenjeni raziskavi opravili ekstrakcijo olja s stiskanjem semen oljne
ogrsc¢ice pri temperaturi okoli 100 °C in zviSanem tlaku. Pri takSnih pogojih se namrec pri
ekstrakciji olja, v primerjavi s hladno stiskanim oljem, iz semen izlo¢i tudi vec¢ja kolicina
fenolnih spojin.

V okviru diplomskega dela smo ugotavljali, kako se vsebnost skupnih fenolnih spojin v
olju navadnega ricka spreminja s ¢asom skladiS¢enja v temi pri temperaturi 50 °C.
Ugotovili smo, da koncentracija skupnih fenolnih spojih v olju s ¢asom skladis¢enja pada.
Fenolne spojine med skladisS¢enjem olja v katerem potekajo procesi avtooksidacije
vstopajo v reakcije s prostimi radikali (Slika 4), pri ¢emer izgubijo svojo antioksidativno
ucinkovitost. Ugotavljajo, da so v procesu avtooksidacije med skladis¢enjem oljcnega olja
posamezne fenolne spojine bolj in druge man;j stabilne (Morello in sod., 2004; Hrncirik in
sod., 2005).

Upostevajo¢ vrednosti regresijskih parametrov a; in a; v relaciji (9) smo izracunali, da je
pri PS' = 10 mmol O, / kg (najvisja dovoljena vrednost za peroksidno $tevilo po Pravilniku

o jedilnih oljih) v rickovem olju vsebnost skupnih fenolnih spojin znasala 109 mg / kg. Ta
vrednost predstavlja 89 % zafetne vrednosti skupnih fenolnih spojin. Po 44 dneh
skladis¢enja je v olju preostalo Se 47 % zacetne vrednosti skupnih fenolnih spojin.

evive

9 mesecev pri temi pri temperaturi 20 °C je dolocil tudi Tsimodou s sodelavci (2004). V
raziskavi, ki so jo opravili na deviskem olj¢nem olju (Okogeri in Tansioula-Margari,
2002), so ugotovili, da se je v olju po 12 mese¢nem skladiS¢enju v temi pri temperaturi
med 6 °C in 15 °C koncentracija skupnih fenolnih spojin znizala za skoraj 50 %. V istem
obdobju je vrednost za PS olja narasla od 3,6 mmol O, / kg na vrednost 13 mmol O, / kg.

Rezultati nase raziskave kaZejo visoko korelacijo med PSolja navadnega ricka in
vsebnostjo skupnih fenolnih spojin (R =-0,999). Deiana in sodelavci (2002) so med 7
meseénim skladi$éenjem oljénega olja pri sobni temperaturi spremljali soodvisnost med PS
in fenolnimi spojinami v olju v primerjavi z nasimi rezultati dolocili slabso korelacijo med
omenjenima spremenljivkama (R =-0,791).

Del raziskave je bil namenjen dolocitvi vsebnosti tokoferolov v olju navadnega ricka. V
svezem olju je bila vsebnost skupnih tokoferolov 751 mg / kg. Med tokoferoli, ki smo jih
dolocili v svezem olju je bil najbolj zastopan y-tokoferol (710 mg / kg). Poleg y-tokoferola
smo v svezem olju dolo¢ili Se prisotnost a-tokoferola (41 mg / kg). Vsebnosti B-tokoferola
in d-tokoferola v olju navadnega ricka nismo dolo¢ili. Omenjeni izsledki so v skladu z
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rezultati raziskave Zubra in Matthdusa (2002), (skupni tokoferoli: 695 mg/kg —
994 mg / kg;  vy-tokoferol: 651 mg/kg—922 mg/kg;, a-tokoferol: 14 mg/kg—
46 mg / kg). B-tokoferola v rickovem olju, prav tako kot mi, niso dolo¢ili. Zanimivo je, da
so v raziskavi Zubra in Matthdusa (2002) dolocili tudi prisotnost d-tokoferola. Rezultati
naSe raziskave kazejo, da omenjenega homologa v rickovem olju ni.

S stalis¢a oksidativne stabilnosti olja je visoka vsebnost y-tokoferola ugodna. V primerjavi
z o-tokoferolom ima fy-tokoferol znatno vec€jo antioksidativho ucinkovitost. Le ta je
posledica vecje stabilnosti y-tokoferola in razlicnih reakcijskih produktov, ki se tvorijo v
reakcijah z lipidnimi radikali (Slika 3). S staliSca bioloSke vrednosti olja pa je to razmerje
manj ugodno, saj je znano, da je biolosko najbolj ucinkovit a-tokoferol.

V okviru diplomskega dela smo ugotavljali, kako skladisS¢enje olja pri temperaturi 50 °C
vpliva na vsebnost tokoferolov. Med skladis¢enjem vsebnost tokoferolov v olju pada. Po
15 dneh skladiScenja je bila vsebnost tokoferolov v olju 439 mg / kg, v naslednjih 12 dneh
je padla vsebnost skupnih tokoferolov v olju na vrednost 291 mg/kg. Po 27 dneh
skladis¢enja rickovo olje a-tokoferola ne vsebuje ve¢. To je razumljivo, e upoStevamo
dejstvo, da v reakcijah, ki so opisane na Sliki 3, reagira a-tokoferol v primerjavi z ostalimi
tokoferoli najhitreje (Belitz in Grosch,1999). Kot je bilo pri¢akovati, je y-tokoferol pokazal
vecjo stabilnost, saj ga je olje po 27 dneh skladiscenja vsebovalo Se 291 mg/ kg, kar
predstavlja 40 % vsebnosti v sveZzem olju.

V svoji raziskavi sta Okogeri in Tasioula-Margari (2002) v olj¢nem olju med
skladis¢enjem v temi pri temperaturi med 6 °C in 15 °C spremljala vsebnost tokoferolov.
Po 12 mesecih skladiS€enja pri omenjenih pogojih je v olju preostalo 40 % zacCetne
vrednosti tokoferolov. Vsebnost tokoferolov v olj¢nem olju med skladiS¢enjem so
spremljali v svoji raziskavi Morello in sod. (2004). Ugotovili so, da olje, ki je na zaCetku
vsebovalo 200 mg/kg a-tokoferola, po 12 mesecih skladiS¢enja v temi pri sobni
temperaturi omenjene spojine ne vsebuje vec.

V okviru diplomskega dela smo preverjali tudi antioksidativno delovanje fenolnih spojin,
ki smo jih ekstrahirali iz rickovega olja. Zasc¢itni u€inek ekstrahiranih fenolnih spojin na
oksidativno stabilnost lipidnega sistema smo dokazali z Rancimat metodo. V tem primeru
smo dolocili, da dodatek ekstrakta fenolnih spojin (11 mg/kg) podaljsa indukcijsko
periodo olja barvilnega rumenika za skoraj 10 %.

Antioksidativno ucinkovitost smo potrdili tudi tako, da smo olje barvilnega rumenika brez

v v

Ugotovili smo, da je prisotnost fenolnih spojin v olju barvilnega rumenika v koncentraciji
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11 mg/kg v prvih 6 dneh skladiS¢enja upocCasnila proces avtooksidacije nenasicenih
masc¢obnih kislin in s tem nastanek primarnih produktov avtooksidacije, saj se PS olja, ki je
vsebovalo ekstrakt fenolnih spojin signifikantno lo¢i od PS olja brez dodanega ekstrakta. V
naslednjih dneh so se fenolne spojine med skladiSCenjem najverjetneje oksidirale in s tem
izgubile svoj antioksidativni udinek. Vrednosti za PS olja brez in z dodanim ekstraktom se
namre¢ po 12 dneh skladiS¢enja, ko je bila narejena analiza, signifikantno nista razlikovali.

V okviru dolocanja antioksidativne uc¢inkovitosti smo uporabili celotno fenolno frakcijo ki
smo jo ekstrahirali 80 % metanolom iz ri€kovega olja. V tej frakciji so najverjetneje
prisotne razlicne zvrsti fenolnih spojin. Posamezne fenolne spojine imajo razlicno
antioksidativno uc¢inkovitost (Kikuzaki in sod., 2002; Pekkarinen in sod., 1999). Med seboj
lahko delujejo tudi sinergisticno (Baldioli in sod., 1996), medtem ko drugi porocajo o
ucinkovanju po nacelu aditivnosti (Mateos, 2003). Nekatere pa lahko ucinkujejo celo
prooksidativno (Skrget in sod., 2005).

5.2 SKLEPI
Na osnovi rezultatov raziskave zakljucujemo naslednje:

v' glede na vrednost peroksidnega $tevila in vsebnost prostih mas¢obnih kislin, olje
navadnega ricka ustreza pogojem Pravilnika o jedilnih oljih (2003);

v' olje navadnega ricka vsebuje fenolne spojine, katerih vsebnost je niZja kot pri
olj¢énem in repi¢nem olju, vendar ne zanemarljiva;

v’ rezultati kaZejo visoko korelacijo med PSolja navadnega ri¢ka in vsebnostjo
skupnih fenolnih spojin;

v' olje navadnega ri¢ka ima visoko vsebnost y-tokoferola, vsebnost a-tokoferola je
nizka, B- in 6- tokoferola nismo dolo¢ili;

v’ &as in pogoji skladiS¢enja vplivajo na zmanjS$anje vsebnosti tokoferolov in fenolnih
spojin;

v' ekstrahirane fenolne spojine iz olja navadnega ri¢ka so pokazale antioksidativno
ucinkovitost v lipidnem mediju.

Z raziskovalnim delom smo potrdili vse delovne hipoteze.
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6 POVZETEK

V diplomskem delu smo v sveZzem olju navadnega ricka dolocili vsebnost prostih
mascobnih kislin, prisotnost primarnih in sekundarnih produktov oksidacije ter vsebnost
fenolnih spojin in tokoferolov. Pokazali smo tudi kako se omenjeni parametri spreminjajo s
casom skladis¢enja olja v temi pri temperaturi 50 °C ter iz olja navadnega ricka ekstrahirali
fenolne spojine in dokazali njihov antioksidativni uc¢inek v lipidnem sistemu.

Glede na vrednost peroksidnega Stevila (2,30 mmol O, / kg) in vsebnost prostih mascobnih
kislin (0,54 %) sveze olje navadnega ricka ustreza pogojem Pravilnika o jedilnih oljih
(2003). V 44 dneh skladis¢enja v temi pri temperaturi 50 °C je peroksidno Stevilo po
dvodnevni stopnji iniciacije naraslo do vrednosti 40,7 mmol O, / kg. NajviSja dovoljena

vrednost za peroksidno Stevilo, dolocena s Pravilnikom, je bila v olju navadnega ricka
dosezena po desetih dneh skladiScenja. V 44 dneh skladiS¢enja je p-anizidinsko Stevilo
naraslo od zacetne vrednosti 2,3 do vrednosti 39. V svezem rickovem olju je vsebnost
skupnih fenolnih spojin 123 mg / kg. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v olju navadnega
ricka pade med 44 dnevnih skladiS¢enjem olja na vrednost 58 mg / kg. Med peroksidnim
Stevilom in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin med skladiS¢enjem olja navadnega ricka
obstaja linearna zveza (R = -0,999). V svezem ri¢kovem olju je vsebnost skupnih
tokoferolov 750 mg / kg. Med 27 dnevnim skladiS¢enja olja vsebnost skupnih tokoferolov
v olju pade na vrednost 291 mg/kg. Med tokoferoli, ki so prisotni v svezem olju
navadnega ricka sta y-tokoferol (710 mg / kg) in a-tokoferol (41 mg / kg). y-tokoferol je v
primerjavi z a-tokoferolom bolj oksidativno stabilen. Po 27 dneh skladiS¢enja je v olju
preostalo Se 40 % zacetne vsebnosti y-tokoferola. Po 27 dneh skladiS¢enja rickovo olje a-
tokoferola ne vsebuje ve€. Dodatek fenolnih spojin (11 mg / kg) olju barvilnega rumenika
ekstrahiranih iz olja navadnega ri¢ka podaljSa indukcijsko periodo za skoraj 10 %. Po 6
dneh skladiS¢enja v temi pri temperaturi 65 °C se peroksidno Stevilo olja barvilnega
rumenika, ki je vsebovalo ekstrakt fenolnih spojin (11 mg /kg) signifikantno lo¢i od PS
olja brez dodanega ekstrakta.
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