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AB Sterols in Camelina oil were determinated by gas chromatography, the sample was previously
prepared by the saponification first and then with solid phase extraction. The method was validated
and the results show that the chosen method is specific an selective, repeatable and reproducible
(with standard deviation of 4,9 % brassicasterol; campesterol at 6,6 %; the B-sitosterol 6,9 % and
stgmasterol 42,5 %). Results of validation show that the recovery is between 85,72 % and 98,11 %.
Method is linear for betulin (internal standard) in quantity 0,058-0,220 g/L; for brassicasterol in
0,00154-0,15 g/L, for campesterol in 0,00544-0,6 g/L; for stigmasterol 0,00307-0,3 g/L and for B-
sitosterol in 0,0082-0,8 g/L, with an average correlation coefficient of more than 0,99 with all
certain sterols. Then we have quantitatively assessed contents of brassicasterol (2,3 mg/100 g),
campesterol (16,5 mg/100 g), stigmasterol (0,6 mg/100 g) and PB-sitosterol (45,2 mg/100 g) in
Camelina oil samples of Slovenian origin (three consecutive years). In the results, the samples did
not show significat differences between different years and there was no difference in weather
conditions over three years, which is why we conclude that it is not possible to determine from
results, weather the weather conditions affect the amount of sterols in the oil. We also compared
Slovenian samples with those from Finland (brassicasterol (2,4 mg/100 g), campesterol (15,2
mg/100 g), stigmasterol (0,5 mg/100 g) and P-sitosterol (43,5 mg/100 g), Austria (brassicasterol
(2,0 mg/100 g), campesterol (12,3 mg/100 g), stigmasterol (0,5 mg/100 g) and B-sitosterol (33,4
mg/100 g), Germany (brassicasterol (2,6 mg/100 g), campesterol (12,3 mg/100 g), stigmasterol (0,9
mg/100 g) and B-sitosterol (47,1 mg/100 g) and the patterns of the United States of America
(brassicasterol (2,1 mg/100 g), campesterol (15,2 mg/100 g), stigmasterol (2,1 mg/100 g) and B-
sitosterol (38,9 mg/100 g) and found that there were also no differences between the samples.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ALA a-linolenska kislina

CC kolonska kromatografija

DHK dokozaheksanojska kislina

ECD detektor na zajetje elektronov
EPK eikopentanojska kislina

FID plamensko ionizacijski detektor
FPD plamensko fotometri¢ni detektor
GC plinska kromatografija

HDL lipoproteini visoke gostote

HPLC tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti

IR infra rdece

LA linolna kislina

LDL lipoproteini nizke gostote
MK mascobne kisline

MS masna spektrometrija

NeNMK nenasi¢ene maséobne kisline

NMK nasicene mascobne kisline

NMR nuklearna (jedrska) magnetna resonanca
n-3 omega-tri mascobne kisline

n-6 omega-Sest mascobne kisline

n-9 omega-devet mascobne kisline

PID fotoionizacijski detektor

SPE ekstrakcija na trdnem nosilcu

TID termoionski detektor

TCD detektor na osnovi toplotne prevodnosti
TLC tankoplastna kromatografija

uv ultravijoli¢no

v naklju¢ni vzorec rickovega olja

VM nakljué¢ni vzorec rickovega olja z dodano znano koli¢ino standardov po

pripravi vzorca



Povse R. Dolocanje sterolne sestave olja navadnega ri¢ka (Camelina sativa (L.) crantz). X
Magistrsko delo. (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

VNMK vecCkrat nenasi¢ene mascobne kisline

VR nakljuéni vzorec rickovega olja z dodano znano koli¢ino standardov pred

pripravo vzorca

X srednja vrednost
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1UVOD

Camelina sativa (L.) Crantz ali navadni ri¢ek je v Sloveniji manj poznana poljs¢ina, ki se
uporablja predvsem za olje. Rastlina je poznana ze ve¢ stoletij, danes pa jo v Sloveniji
gojijo predvsem na Koroskem, kjer jo imenujejo tudi “toter”. Rastlina je ekonomi¢na za
pridelovanje in poleg vsega naj bi imelo rickovo olje visoko dodano vrednost zaradi
vsebnosti esencialnih mas€obnih kislin. Zaradi te lastnosti bi ga lahko pristevali tudi med
funkcionalna Zzivila. V to skupino zivil lahko olje uvr§¢amo tudi zaradi visoke vsebnosti

sterolov.

1.1 NAMEN NALOGE

Namen magistrske naloge je bil validirati metodo za doloc¢anje sterolov v rickovem olju in
nato dolociti koli¢ino najpomembne;jsih sterolov v nekaj vzorcih treh zaporednih let. Poleg
tega je bil namen tudi dolocitev koncentracije sterolov v olju navadnega ricka slovenskega
porekla in primerjava s koncentracijo sterolov v olju navadnega ri¢ka iz nekaterih vzorcev
drugih drzav. Namen je bil tudi primerjati koncentracijo sterolov v olju navadnega ricka iz
razli¢nih letnikov slovenskega porekla, iz analize realnih vzorcev pa na koncu povezati

podatke ter poskusati ugotoviti, ali vremenske razmere vplivajo na koli¢ino sterolov.

1.2. DELOVNE HIPOTEZE
Pri¢akujemo, da bo plinska kromatografija (GC) primerna metoda ob uporabi ekstrakcije
na trdnem nosilcu (SPE). Ob tem pricakujemo, da bo validacija te metode primerna glede

na vsa priporocila.

Predvidevamo, da se vzorci rickovega olja slovenskega izvora razlikujejo od vzorcev

rickovega olja drugih drzav.

Menimo tudi, da se slovenski vzorci rickovega olja med seboj ne razlikujejo.

Po drugi strani pa menimo, da podnebne razmere vplivajo na koncentracijo sterolov v olju.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NAVADNI RICEK ALI Camelina sativa (L.) Crantz

Navadni ricek (Camelina sativa L.) spada v druzino kriznic (Brassicaeae). Izvorna rastlina
je divji ricek, ki je bil pogost plevel na nasih njivah in ob poteh. V zgodovini so se za
Camelina sativa (L.) Crantz uporabljali Stevilni sinonimi Myagrum sativum L., Alyssum
sativum Scop. V nemsko govorecih dezelah so ga imenovali nepravi lan ("false flax”), pa
tudi zlato radosti (“gold of pleasure”) (Bavec, 2001). Rode (2002) navaja, da naj bi v

Sloveniji imenovali navadni ricek tudi “toter”.

Arheoloske raziskave v Evropi in Skandinaviji kaZejo, da so to rastlino pridelovali kot
kmetijski pridelek in jo prehransko cenili Ze pred dva tiso€ leti. Seme navadnega ri¢ka so
uporabljali kot sestavni del pri pripravi razlicnih kasnih jedi ter kruha za prehrano ljudi,
medtem ko je bila beljakovinsko bogata oljna pogaca namenjena za krmo zivali (Zubr,
2010). Nato se je pojavilo obdobje, ko je bil navadni ricek v Evropi oznacen kot plevel na
poljih lanu, vendar pa je bila njegova funkcionalna raba znova obujena v manjSem obsegu
v zacetku 20. stoletja v severnem delu Evrope in na Balkanu (Zubr, 1997). Pred drugo
svetovno vojno in vse do leta 1950 so ga pridelovali kot nadomestek za oljno ogrs¢ico
(Brassica napus). Olje so takrat, kot tudi danes, uporabljali za kuhanje, kot naravno
ljudsko zdravilo in za tehni¢ne namene (Rode, 2002). Predvsem se je povecalo zanimanje
za oljnico v zadnjem casu v nekaterih drzavah srednje in severne Evrope, v Severni
Ameriki in v Avstraliji, saj je pridelava poljs¢ine zelo ekonomic¢na (zaradi minimalnih
vhodnih potreb, to je po dognojevanju, in minimalnih potreb po fitofarmacevtskih
sredstvih). Poleg tega pa je razlog za povefano zanimanje za oljnico tudi prehranski, saj
ima ri¢kovo olje visoko vsebnost esencialnih mascobnih kislin in ima zato visoko dodano

vrednost (Zubr, 1997).

2.1.1 Morfologija

Rastlina je enoletnica, izredno Sibka, z dobro razvejano glavno korenino. Iz listne rozete
zraslo steblo je pokon¢no, visoko 0,3 do 1,0 m in rahlo dlakavo. Steblo in listi so najbolj
podobni lanu, socvetje pa je rumeno cveto¢ grozd. Plod je hruSkast luscek, v katerem so

zelo drobna semena rdeckaste barve (Bavec, 2001). Zubr (1997) navaja, da so morfoloske
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razlike med razlicnimi oblikami (poletna, zimska, vmesna) izrazene predvsem v barvi in
obliki listov, obliki kapsul ter semenih in drugih posebnostih. Fizioloske razlike so v
glavnem povezane z rastjo in razvojem rastline. Semena navadnega ricka, ki so posejana v
zemlji, so odvisna od temperature in vlage ter kalijo nekaj dni. Strok vsebuje priblizno 15
semen, ki so majhna (0,7 mm x 1,5 mm), svetlo rumene barve, ovalne oblike ter imajo
dvokapno povrsino (slika 1). Ko se barva semena spremeni v temno rjavo ali rdeckasto
barvo, to nakazuje, da so semena dozorela. Obdobje rasti je kratko, vendar je lahko
pridelek jarega navadnega ricka do 2,5 t/ha, medtem ko je teza 1000 semen od 0,8 do 1,8 g.
Navadni ri¢ek lahko gojimo tako poleti kot pozimi, saj je pridelek prilagodljiv in ga lahko
uspesno gojimo Vv razliénih podnebnih ter talnih razmerah, saj je rastlina odporna tudi na

suSo. Obdobje rasti je v poletnih mesecih priblizno 120 dni.

Slika 1: Slika navadnega ricka (pred Zetvijo).
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2.1.2 Pridelava in predelava navadnega ricka

Kmetje za pridelovanje ricka izberejo manjSe povrsine (ki so najveckrat opuscene) in jih
pripravijo z oranjem ter gnojenjem s hlevskim gnojem. Tak nacin gnojenja izboljSa
lastnosti tal, ker jih rahlja in naredi bolj zracna. Seme je drobno in za sejanje ni potrebna
specialna mehanizacija. Mozno ga je sejati “na Siroko”, predhodno pa ga meSajo s
pSeni¢nim zdrobom ali peskom, tako da preprecijo pregost pridelek. IzkuSnje so namrec
pokazale, da kadar je ri¢ek nasejan prevec na gosto, se vsebnost olja manjSa. Najveckrat se
kmetje posluzujejo vrstiénega nacina sejanja, kjer seme sejejo v t.i. saditvene brazde, saj je
tako lazja nadaljna obdelava pa tudi spravilo pridelka. Pomembna je tudi globina sejanja,
ki lahko meri najve¢ do 2 centimetra globoko, sicer seme sploh ne vzklije. Tako seme
sejejo na povrsino brazd in nato prekrijejo z zemljo (Pratnekar, 1996).

Med rastjo ni predvidenih nobenih posegov v posevku, razen ¢e je to potebno (to je
naprimer ro¢no pletje plevela, ki zraste med brazdami). Julija rastline oblikujejo znacilne
semenske glavice, ko pa je okoli 80 % teh glavic Ze rumeno rjavih, se pri¢ne Zetev. Ce je
nasad Cist, lahko rastline pokosijo, kadar pa je prisoten plevel, jih populijo. Ri¢ek zvezejo v
snope, ga posusijo in omlatijo. Seme ocistijo in ga shranjujejo v primernih vre€ah, na
suhem mestu ter tako, da so semena zascCitena pred svetlobo. Tako shranjena semena so
obstojna tudi nekaj let. Iz njega nato sproti in po potrebi izstisnejo olje. Olje pridobivajo iz
posusenih semen, ki jih najprej zmeljejo, nato pa pomesajo z enako koli¢ino vode v gosto
rjavo zmes. To naprej prazijo v posebnih peceh, pri temperaturi 60 do 90 °C tako dolgo,
dokler ne postane sipka in na otip suha. Nato to maso prenesejo v stiskalnico in jo stisnejo.
Olje prestrezejo in pustijo nekaj dni, da se zbistri. Izkusnje kmetov so pokazale, da iz

dolocene koli¢ine semena dobijo priblizno eno tretjino olja (Pratnekar, 1996).

2.2 RICKOVO OLJE

Semena navadnega ricka vsebujejo priblizno 42 % olja v suhi snovi pri poletnih sortah
semen, medtem ko pri zimskih okrog 45 %. Industrijska obdelava semen za sprostitev olja
poteka v dveh korakih, in sicer drobljenje in stiskanje. Med stiskanjem lahko temperatura
doseze do priblizno 100 °C. Tako pridobljeno olje je rumene barve (slika 2) z znac¢ilnim
okusom. Vendar je potreben Se postopek deodorizacije, preden olje uporabimo za prehrano

ljudi ali pa v kozmetiki. Filtracija je edini postopek, ki ga opravimo pred deodorizacijo,
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tako nevtralizacija, degumacija, beljenje in drugi podobni postopki niso potrebni, saj imajo
lahko celo skodljive ucinke na kakovost olja. Ker je olje ze po naravi zelo Cisto, je
postopek rafinacije zelo preprost. Preprosta rafinacija olja ima poleg varéevanja z energijo
tudi nizke stroske in se izogne stranskim proizvodom (kot so onesnazene vode in tla)
(Zubr, 1997). Rickovo olje je rumeno zelene barve in ima znacilen vonj ter okus po
kriznicah (Przybylski, 2005). Na Slovenskem se ri¢kovo olje prideluje in predeluje

predvsem na Koroskem in na tem obmocju ga imenujejo tudi “totrovo olje” (Bavec, 2001).

Slika 2: Ric¢kovo olje.
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2.2.1 Oljna pogaca

Moznost je uporabiti oljno pogaco za krmo Zivaio oziroma kot sekundarno surovino, ki
nastane po stiskanju semen. Oljna pogaca je bogat vir beljakovin, ogljikovih hidratov,
mineralov, vitaminov in glukozinolatov, ki so bioaktivni sekudarni metaboliti (Zubr, 2010;

Mithen in sod., 2000; Lange in sod., 1995).

2.2.2 Uporaba in izkoriS¢anje olja navadnega ricka

Glede na sestavo olja bi lahko ri¢kovo olje uvrstili med funkcionalna Zivila. Za funcionalna
zivila se namre¢ lahko Stejejo zivila, za katera je dovolj trdno dokazano, da imajo razen
svoje hranilne vrednosti Se poseben vpliv na zdravje cloveka, njegovo fizi¢no in psihi¢no
storilnost ter na pocutje. Nekatere masc¢obe se zaradi svoje specificne sestave uveljavljajo,
ali pa bi se lahko uveljavile, kot funkcionalna Zzivila ali pa vsaj kot bistvena sestavina za
proizvodnjo funkcionalnih zivil. Predvsem so to maScobe, bogate z n-3 mascobnimi
kislinami, ki pa jih lahko najdemo tudi v rickovem olju (Salobir, 2001).

Olje navadnega ricka se ne uporablja le za prehranske namene. Pri nas rickovo olje
prodajajo v koroskih lekarnah v Slovenj Gradcu zaradi lokalnega zanimanja. Tam ga
priporocajo za blazenje mnogih tezav: pri predmenstrualnih tezavah, klimakterijskih
tezavah, luskavici, multipleks sklerozi, raznih alergijah, tezavah s kozo, ranah na Zelodcu,
boleznih srca in ozilja pri sladkornih bolnikih, revmatoloskem artritisu, prav tako znizuje
tudi holesterol. Kljub temu, da stranski ucinki olja niso znani, priporo¢ajo uzivanje 1-2
zlicki rickovega olja na dan, s prekinitvijo uporabe po treh mesecih. Po mesecu dni
prekinitve se terapija lahko ponovi. Tako pridelovalci na Koroskem gojijo navadni ricek le
Se za te potrebe (Jesenicnik, 2004).

Olje uporabljajo tudi za proizvodnjo talnih oblog (linolej), tiskarskih barv, lakov ali kitov v
kemiéni industriji predvsem zaradi visokega deleza a-linolenske mascobne kisline (Cisg . 3.
3) (Friedt in sod., 1994). Olje se lahko uporablja tudi kot surovina za proizvodnjo tenzidov,
kozmeti¢ih dodatkov, biomaziv in biolubrikantov (Jansen in Steffen, 1992). Lahko pa ga
uporabljamo tudi za proizvodnjo biodizla, saj ima niZje proizvodne stroske kot olje oljne
ogrscice (Frolich in Rice, 2005).

V kozmeti¢ni industriji ga delno ze vgrajujejo v najrazlicnejSe kozmeticne izdelke,
predvsem v tiste, ki so namenjene negi koze. Dodajajo ga k masaznim oljem, oljem za telo,

kopelnim izdelkom in raznim losijonom za telo. Lahko se uporablja kot emoliens za
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mehcanje koze, za zaS¢ito pred vplivi vremena in za izboljSanje elasti¢nosti koze. Primerno
pa je lahko ri¢kovo olje tudi kot dodatek k raznovrstnim izdelkom za oskrbo las, saj okoli
lasnega folikla naredi zascitni plaS¢ in ga tako zasciti. Rickovo olje lahko zelo hitro deluje
tudi na zmanjSanje rdecice koze, saj zaradi esencialnih mascobnih kislin pospesi proces
celjenja (Jesenicnik, 2004).

Uporaba navadnega ricka pa ni omejena le na izdelavo olja. Poleg le-tega se uporabljajo
tudi sama semena, oljne pogace in tudi stebla. Stebla se lahko uporabljajo predvsem kot vir
biomase ali celuloznih vlaken za izdelavo papirja. Seme pa je visoko hranljivo (saj poleg
olj vsebuje tudi do 30 % beljakovin), zato se lahko seme samo ali v obliki pogace

uporablja za krmo zivali in rejo perutnine ( Jeseni¢nik, 2004)

2.3 KEMIJSKA SESTAVA IN PREHRANSKI POMEN RICKOVEGA OLJA

Navadni ri¢ek je vedno bolj priljubljen alternativni oljni pridelek. Ne goji se ga v velikem
obsegu, kljub temu da ima izrazito majhen vpliv na okolje in ima prednost pri
univerzalnosti uporabe izdelkov ter specificno kemijsko sestavo, predvsem mascobno
kislinsko sestavo. Olja v semenih je 30—40 %, glede na maso suhega semena, vsebuje pa
tako nasicene kot nenasi¢ene mascobne kisline. Mozen je tudi manjsi delez glukozinolatov
in sterolov glede na druge kriznice. V olju je poleg nastetega tudi relativno visok odstotek
tokoferolov (a-, B-, y-, - tokoferol) (Bavec, 2001; Zubr in Matthdus, 2002). Kot
pomembna komponenta v rickovem olju (pa tudi v oljni pogaci) so tudi fenoli, ki imajo
antioksidativno ucinkovitost. V rickovem olju je njihova vsebnost 760 mg/kg olja in imajo
pomembno vlogo, saj so naravni vir antioksidantov ter delujejo tako, da povecajo
oksidativno stabilnost olj (Terpinc in sod., 2012; Abramovi¢ in sod., 2007).
Antioksidativno ucinkovitost v rickovem olju ima tudi vitamin E (tokoferoli), ki jih je

povpre¢no 700 mg/kg olja (Hrastar, 2011).

2.3.1 Mascobe (lipidi)

Energija je potrebna za ohranitev razli¢nih telesnih funkcij, vkljuéno z respiracijo,
cirkulacijo, fizicnim delom in sintezo beljakovin. V hrani je na voljo v obliki ogljikovih
hidratov, beljakovin, mas¢ob in alkohola (Baxter, 2008).

Besedo “lipid” uporabljajo kemiki za oznacitev kemijsko heterogene snovi, katerim skupna

lastnost je netopnost v vodi, hkrati pa topnost v nepolarnih topilih (kot so kloroform,
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ogljikovodiki ali alkoholi) (Gurr in sod, 2002; Boyer, 2005). 90 % lipidov v hrani namre¢
predstavljajo triacilgliceroli; ve€inoma tisti z dolgoveriznimi mas€¢obnimi kislinami (MK).
Preostalih 10 % pa v prehrani prestavljajo fosfolipidi (npr. lecitin) in holesterol estri ter v
mascobah topni vitamini (Koren, 1992). Lipidi se nahajajo v vseh zivih organizmih in
igrajo pomembno vlogo tako v zivalskem, kakor tudi v rastlinskem svetu. So glavna
sestavina bioloskih membran, lipidi namrec lo¢ijo celico od zunanjega sveta. Lipidi so tudi
glavni vir energije celice in delujejo v zivih organizmih kot antigeni, receptorji, elektri¢ni
izolatorji in bioloski detergenti. Tudi mnogi hormoni so lipidi (npr. steroidni hormoni).
Zanimivo je, da nekateri lipidi obstajajo v naravi tudi v plinastem stanju (npr. feromoni). V
zivilski tehnologiji se uporabljajo lipidi ne le zaradi njihove prehranske vrednosti, pac pa
tudi kot emulgatorji, stabilizacijska sredstva in kot pomembna komponenta v tehnoloskih
procesih (Klofutar, 1992).

V naravi prisotne MK lahko razdelimo na osnovi prisotnosti dvojnih ali trojnih vezi v dve
vecdji skupini, ki jih imenujemo nasicene ali nenasi¢ene MK. MasScobne kisline (NMK)
nadalje delimo glede na dolzino alkilne verige oz. Stevila ogljikovih atomov na
kratkoverizne MK (s 4 do 8 ogljikovimi atomi), srednjeverizne MK (s 10 do 14
ogljikovimi atomi) in dolgoverizne (s 16 do 22 ogljikovimi atomi). NajpogostejSe in hkrati
najbolj pomembne so tiste, katerih verigo sestavlja 12 do 22 ogljikovih atomov.
Nenasicene mascobne kisline (NeNMK) lahko vsebujejo eno ali ve¢ dvojnih vezi. Tiste z
vsaj eno dvojno vezjo imajo dve mozni konfiguraciji Cis in trans, glede na relativni poloZzaj
alkilnih skupin. Pri NeNMK se uporabljata izraza “o” in "n”, ki pa se nanaSata na polozaj
prve dvojne vezi v verigi ogljikovih atomov MK, ki se Steje od konca nasproti karboksilne
skupine ali najblizje metilnemu koncu molekule (Lobb in Chow, 2008).

Enkrat nenasi¢ene MK igrajo pomembno vlogo za preprecevanje bolezni srca in oZilja,
zato je njihov priporoceni vnos 10 ali ve¢ odstotkov dnevnega energijskega vnosa
(Referen¢ne vrednosti .., 2004). Priporocljivo je uzivanje olj¢nega olja, repi¢nega olja,
sojinega olja, saj zmanjSajo LDL holesterol enako uspes$no kot veckrat nenasicene MK
(VNMK), ne da bi hkrati znizale vsebnost HDL hoelsterola (Fidler Mis in Sirca
Campa, 2009). LDL, ki je skrajsano ime za lipoproteine majhne gostote, imenujemo tudi
Skodljivi holesterol, saj v telesu holesterolni tovor odlaga na zilno steno in jo s tem ozi,
medtem ko lipoproteini velike gostote (HDL) odstranjujejo holesterol iz Zilne stene (Cerne,

2005).
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VNMK naj pa bi predstavljale 7 do 10 % dnevnega energijskega vnosa (Referencne
vrednosti ..., 2004). Esencialne MK (to so n-3 in n-6) pa so tiste, ki jih organizem ne more
sintetizirati. Pomembno vlogo imajo v rasti in razvoju moZzganov (Luigi, 2009). Za zdravje
¢loveka je pomembno predvsem pravo razmerje med n-6 in n-3 MK (le-to naj bi bilo
idealno, kadar je n-6 : n-3 =5 : 1) (Connor, 2000). n-3 MK najdemo predvsem v mastnih
ribah hladnih voda, ribjem olju, algah, oljih iz semen in oresckov ter v zeleni listnati solati,

predvsem pa so n-3 MK pomembne, ker scCitijo pred srénozilnimi boleznimi, astmo,

neenakomernim srénim utripom, vnetji in znizajo raven trigliceridov v krvi (Jordan, 2010).

2.3.1.1 Mascobe olja navadnega ricka

Rastlinsko olje je sestavljeno iz triacilglicerolov. Triacilglicerol je sestavljen iz glicerola in
treh mascobnih kislin, ki se razlikujejo glede na dolzino verige in stopnjo nenasi¢enosti
(Stevilom dvojnih vezi). Rastlinska olja sestavljajo pretezno nenasi¢ene mascobne kisline,
kar ima za posledico, da je velina rastlinskih olj pri sobni temperaturi v tekoCem
agregatnem stanju (Lehninger in sod., 1993).

Olje navadnega ricka vsebuje priblizno 50 % VNMK, delez linolne kisline (LA) je
priblizno 15 % (Cis . 2n¢) 1n priblizno 40 % a-linolenske kisline (C;s . 3 ,—3-ALA) (Zubr in
Matthdus, 2002). Olje navadnega ricka vsebuje 15-20 % oleinske kisline (C ;3. 1n9) in tudi
15-20 % linolenske kisline (C ;3 : 2n-6), 10—15 % gondojske kisline ( C 79 : 1n-9) in eruka
kisline 3 % (C 2. 1n9) (Hrastar, 2011). To olje je edinstveno med skupinami rastlinskih olj,
kot so sojino olje, son¢ni¢no olje ali olivno olje. Olje navadnega ricka se tudi kvalitativno
razlikuje od vseh drugih rastlinskih olj zaradi visoke vsebnosti VNMK (preglednica 1).
Nedavne raziskave prehrane ljudi so pokazale razmerje med prehrano ljudi in naras¢anjem
pogostosti civilizacijskih bolezni med prebivalstvom. Prehranska pomanjkljivost je v
glavnem pomanjkanje uzivanja n-3 MK. Prav zato je olje navadnega ricka prehransko tako
cenjeno, saj ima visoko vsebnost n-3 MK in je tako odli¢en vir tudi VNMK, poleg tega pa
ima tudi zelo dober profil MK. Poleg vsega navedenega ima olje navadnega ricka tudi

prehransko vrednost vecjo, saj ima dobro ravnotezje n-6 : n-3 (Zubr in Matthus, 2002).
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Preglednica 1: Mascobnokislinska sestava olja navadnega ricka (izrazeno kot delez

mascobne kisline glede na maso vseh mascobnih kislin (ut. %) (Zubr, 1997; Putnam in

sod., 1993; Bester in sod., 2008).

- . e navadni oljna oljka soja son¢nica lan
mascobna Kkislina - e
ricek ogrscica
palmitinska (Cis . o) 5,6 6,2 12,8 10,4 6,0 5,1
stearinska (Cig. o) 2,7 0,0 3,2 4,0 3,8 4,6
oleinska (Cjg. 1 n9) 16,5 61,3 75,3 27,2 17,4 24,3
linolna (Cig.2 n.6) 16,3 21,5 5,7 45,5 69,3 16,3
a-linolenska (Cig.31.3) 33,7 6,5 0,6 7,2 0,0 45,1
arahidonska (Cyy . o) 1,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0
gondojska (Cy . 1 n9) 15,1 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0
eruka (Cy.1n9) 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9

Legenda: Navadni ricek (Camelina sativa), oljna ogrs¢ica (Brassica napus), oljka (Olea
europea), soja (Glycine max), son¢nica (Helianthus annus), lan (Linum usitatissimum).

2.3.2 Steroli
Steroli so skupina naravnih snovi, izhajajo iz hidroksiliranih izopentoidov. Steroli
vsebujejo 27-30 ogljikovih (C) atomov, s stransko verigo C-atomov, ki je pripeta na
sedemnajsti C-atom. Struktura sterolov je tesno povezana in razlicna glede na obseg
sprememb v sistemu obrocev ter spremembe stranske verige. Tako je tudi Stevilo dvojnih
vezi, tako v policikli¢ni strukturi in v stranski verigi, lahko razli¢no. (Abidi, 2001). V
sploSem pa sterole kategorizira avtor v tri razrede:

e . razred : 4,4-desmetilsteroli;

e II. razred: 4o-metilsteroli;

e III. razred: 4,4-dimetilsteroli.
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Steroli (slika 3) predstavljajo najvecji delez neumljive faze lipidov. Rastlinske mas¢obe in
olja vsebujejo sterole kot naravno prisotne sestavine (Lagarda in sod., 2006). Rastlinske
sterole imenujemo s skupnim imenom kar fitosteroli. Podobno strukturo ima holesterol, ki
ga najdemo pri zivalih. Kljub vsemu pa se holesterol od fitosterolov razlikuje po svoji
sintezi, Crevesni absorbciji in presnovi (Moghadasian in Frolich, 1999). V zivalskem
organizmu je holesterol izhodis¢na komponenta oziroma prekurzor za sintezo drugih
steroidov, kot so spolni hormoni in Zol¢ne kisline ter kortikoidov in vitamina D, (Belitz in
sod., 2009; Kritchevsky, 2008; Gurr in sod., 2002). Prav tako pa naj bi bili fitosteroli po
mnenju avtorja Abidi (2001) pomembni za prehrambeno (s pomembnimi pozitivnimi
ucinki na zdravje), za kozmeticno (kot emulgatorji) in farmacevtsko industrijo

(intermediati in prekurzorji za proizvodnjo farmacevtskih oblik hormonov).
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Slika 3: Kemijska struktura nekaterih sterolov (Moghadasian in Frohlich, 1999).
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2.3.2.1 Fitosteroli

Rastlinski steroli (fitosteroli) so bioaktivni sestavni deli vseh rastlinskih zivil. Fitosteroli so
namre¢ 28- ali 29-atomarni alkoholi in so, kot Ze omenjeno, podobni holesterolu pri
vretencarjih glede funkcije (ta pa je, da stabilizirajo fosfolipidno dvoslojno membrano v
membranah rastlinskih celic) in strukture (steroidno jedro, 3B-hidroksi skupine, ter dvojna
vez na petem in Sestem ogljikovem atomu). Fitosteroli sicer vsebujejo poleg navedenega
tudi dodatno metilno ali etilno skupino ali pa dodatno dvojno vez. Prav tako pa vecina
fitosterolov vsebuje na stranski verigi 9-10 oglikovih atomov, namesto 8 kot jih vsebuje
holesterol. Fitosteroli so uvrS¢eni kot 4-desmetilsteroli iz holestane serije, le-ti pa imajo
dvojno vez na petem ogljikovem atomu v obrocu. NajpomembnejSi naravni viri
fitosterolov cloveske prehrane so olja in margarine, ¢eprav se nahajajo tudi v razli¢nih

semenih, strocnicah in zelenjavi (Lagarda in sod., 2006).

V rastlinah je ve¢ kot 200 razli¢nih tipov fitosterolov, vendar so najpogoste;jsi:
e [-sitosterol ( 24-a-etilholesterol);
e Kampesterol (24-a-metilholesterol);
e Stigmasterol (A%, 24-a-etilholesterol);

e Ergosterol (A", 24-a-metilholesterol).

Najbolj pogosti steroli v rastlinah so 4-desmetilsteroli (kot je na primer sitosterol,
kampesterol, stigmasterol, 5-avenasterol in 7-avenasterol). V rastlinah je sitosterol
prevladujoca oblika saj ga je kar 90 % vseh sterolov. Drugih sterolov, kot so nasiceni
stanoli ali steroli, ki so zgodaj sintetizirani po biosintezni poti, se obi¢ajno pojavljajo v
nizjih koncetracijah (to so 4-monometil, 4,4-dimetil steroli). V Zivilih se rastlinski steroli
lahko pojavijo v ve¢ oblikah:

e prosti steroli;

e mascobni estri;

e glikozidi;

e mascobni acil glikozidi.



Povse R. Dolocanje sterolne sestave olja navadnega ri¢ka (Camelina sativa (L.) Crantz). 13
Magistrsko delo. (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

Zato je dolocanje skupnih sterolov kot vsota vseh navedenih. Medtem ko holesterol
nastane le kot prosta oblika alkoholnih estrov ali holesterilnih estrov (Lagarda in Garcia-

Llatas, 2006).

V naravi se lahko steroli nahajajo v prosti obliki ali zaestreni na mascobne ali
hidroksicimetne kisline. Lahko pa so glikozilirani s heksozo ali 6-mas¢obno acil heksozo.
Fitostanoli pa so popolnoma nasi¢ena podskupina fitosterolov in so bistvene sestavine Zit
(koruza, psenica, rz in riz), sadja in zelenjave, vendar so njihove koncentracije na splosno
veliko nizje od tiste nenasiCenih fitosterolov. Glede na to, da imajo fitosteroli moc
zmanjSevanja LDL holesterola in s tem posledi¢no zascito pred boleznimi srca in ozilja,
postajajo zivila z visoko vsebnostjo fitosterolov funkcionalna Zzivila, zato se le-ti vedno
bolj dodajajo v zivila (kot so mazave mascobe, jogurti, mleko) in so na trgu vedno bolj
zazeljeni (Lagarda in sod., 2006).

Stevilni fitosteroli naj bi zaradi posebnih struktur zavirali tudi oksidativno poslabsanje olj,
saj naj bi imeli potencial za prepreevanje polimerizacije med cvrenjem le-teh (Abidi,

2001).

Schwartz in sod. (2008) so poleg tokoferolov in tokotrienolov raziskali tudi vsebnost
fitosterolov v nekaterih jedilnih in industrijskih oljih. Njihovi rezultati so prikazani v

preglednicah 2, 3 in 4.
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Preglednica 2: Vsebnost brasikasterola, kampesterola, kampestanola, stigmasterola in

sitosterola v rastlinskih oljih in industrijskih mas¢obah (mg/100g) (Schwartz in sod.,

2008).
Koncentracija sterolov (mg/100 g)
vzorec/sterol | brasikasterol | kampesterol | kampestanol | stigmasterol | sitosterol
olje oljne 72.4 297.5 2,24 3,74 406.4
ogrscice
olj¢no olje manj kot 0,1 5,75 manj kot 0,1 2,1 126,5
son¢nicno olje 1,2 34 6,8 28 206
koruzno olje 3,8 171 15 48 515
kokosovo olje | manj kot 0,1 9,3 manj kot 0,1 12 45
sezamovo olje - 100 3,1 36 310
laneno olje 2,4 105 2,3 35 206
rickovo olje 27 117 1,6 5,6 300
olje pSenicnih 8,5 969 51 21 2510
kalckov
orehovo olje manj kot 0,1 10 manj kot 0,1 1,5 166
mast za cvrtje 242 87,3 5,1 6,0 130
margarina 293 130 3,7 3,7 184
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Preglednica 3: Vsebnost sitostanola, A5-avenastanola, 5,24-stigmadienola, gramisterola in
cikloartenola v rastlinskih oljih in industrijskih mas¢obah (mg/100g) (Schwartz in sod.,
2008).

Koncentracija sterolov (mg/100 g)
vzorec/sterol | sitostanol AS- ) 5’24,- gramistfzr:ol cikloartenol
avenstanol | stigmadienol | + a-amirin
olje oljne 2,7 32 5.5 42 11,4
ogrscice
olj¢no olje 4,5 21 manj kot 0,1 1,9 33
son¢ni¢no olje 5,1 11 9.9 15 64
koruzno olje 29 21 4.9 8,5 23
kokosovo olje 11 19 6 manj kot 13
0,1
sezamovo olje 6,2 47 11 16 27
laneno olje 2,5 59 4,8 6,7 197
rickovo olje 2,5 37 6,2 1,9 10
ol ekl;lséel'{‘;cvmh 63 173 44 82 100
orehovo olje 3,0 9.4 2.4 1,2 32
mast za cvrtje 2.9 7.4 2,8 1,2 5.4
margarina 8,9 35,3 51 19,8 7,4




Povse R. Dolocanje sterolne sestave olja navadnega ri¢ka (Camelina sativa (L.) Crantz). 16
Magistrsko delo. (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

Preglednica 4: Vsebnost A7-avenastorla, 24-metilen-cikloartanola, citrostadiola, skupnih
sterolov in holesterola v rastlinskih oljih in industrijskih mascobah (mg/100g) (Schwartz in

sod., 2008).

Koncentracija sterolov (mg/100 g)
vzorec/sterol AT- 2.4-metllen- citrostadiol skupn.l holesterol
avenasterol | cikloartanol steroli
olje f)}:]ne manj kot 43 21 845 25
ogrscice 0,1
olj¢no olje 1,2 57 14,5 170 -
son¢ni¢no olje 15 15 40 451 -
koruzno olje 4,9 17 9,5 871 1,5
j kot j kot
kokosovo olje | o0 X0 32 1,6 114 foary %o
0,1 0,1
sezamovo olje 6,8 12 19 595 5,1
laneno olje 2,8 60 5,3 689 2,0
j kot
ri¢kovo olje magj | © | 1,3 511 35
olje pSeni¢nih
. 111 30 79 4240 2,6
kalckov
j kot
orehovo olje ma(r)ljl © 2,1 5,4 234 -
) manj kot
mast za cvrtje 0.1 2,1 1,5 266,7 1,5
] manj kot
margarina 0.1 2,0 1,7 469,3 1,3
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2.3.2.2 Biokemijsko delovanje fitosterolov

Fitosteroli so po kemijski strukturi podobni holesterolu (slika 3). Fitosteroli se pri ljudeh ne
sintetizirajo v telesu, ampak jih moramo zauziti s prehrano, kjer se absorbira le 5 %
rastlinskih sterolov. Se pa absorbcija le-teh poveca pri bolnikih s sitosterolemijo in pri
redkih motnjah. Stopnja absorbcije se razlikuje med posameznimi rastlinskimi steroli.
Izmed zauzitih fitosterolov, tisti, ki se absorbirajo, krozijo v obliki lipoproteinskih delcev
bodisi zaestreni ali v nevezani obliki. Medtem ko se neabsorbirani fitosteroli lahko
bakterijsko preoblikujejo s ¢revesno mikrofloro in pri tem proizvajajo bakterije metabolite,
kot so koprostanol in koprostanon. Obstaja ve¢ moznih razlag, zakaj je stopnja absorbcije
fitosterolov razli¢na. Razlika med absorbcijskimi in neabsorbcijskimi steroli se pojavlja
med njihovim sprejemom v sluznici ¢revesja. PoCasnejSa stopnja prenosa iz celiCne
povrsine na notranjo stran celice (v primerjavi s prenosom holesterola) lahko prispeva tudi
k nizji stopnji absorbcije fitosterolov. Sluzni¢na esterifikacija bi lahko predstavljala
pozitivno stran pri razlikah absorbcije sterolov. Rastlinski steroli se lahko kopicijo v jetrih,
nadledvicni zlezi, jajénikih ali testisih zivali. Te ugotovitve kazejo, da se lahko uporabljajo

fitosteroli kot prekurzorji steroidnih hormonov (Moghadasian in Frolich, 1999).
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2.3.2.3 Vpliv fitosterolov na metabolizem lipidov

Posledica delovanja fitosterolov naj bi bilo zmanjSevanje koncentracije holesterola v
plazmi, ki je rezultat zaviranja crevesne absorbcije holesterola, vendar ima tudi druge
ucinke na jetrni in ¢revesni metabolizem holesterola. Opravljene so bile Studije, katerih
rezultati kazejo, da naj bi zaviranje ¢revesne absorbcije (s fitosteroli) vplivalo na jetrno
sintezo holesterola, saj fitosteroli stimulirajo jetrno sintezo holesterola “de novo”, hkrati pa
povecana abosorbcija holesterola zavira jetrno sintezo holesterola. Prehransko vneseni
fitosteroli lahko povzrocijo povecanje izloCanja holesterola v jetrih. Niso pa $e podani
prepricljivi podatki o vplivu fitosterolov na sintezo Zol¢a v jetrih (Moghadasian in Frolich,
1999).

Ena od studij (kjer so porabili 50 g olj¢nega olja na dan) je bila povezana s povecanjem
vsebnosti sitosterola v LDL delcih in zmanj$anjem in vitro lipidne peroksidacije in in vitro
vnos z makrofagi. Tako tisti LDL, ki je bil modificiran (ali s fitosteroli ali s premikom v
mascobnokislinsko sestavo), morda kaZe antiaterogene lastnosti zaradi svoje odpornosti na
peroksidacijo. Znatno zmanjSanje vsebnosti celicnega holesterola so opazili tako pri
¢loveskih fibroblastih koze in HepG2 celicah, ki so jih inkubirali iz liposomov in vsebujejo
tudi sitosterol. To pa spremlja hkratno povecanje mobilne celicne koncentracije sitosterola.
Inkubacija linije tumornih celic debelega ¢revesa (CaCo-2) z B-sitosterolom, je zmanjllala
veb vidikov presnove holesterola, vkljubno s sprejemom holesterola iz prenosnega medija,
sintezo holesterola ter aktvinostjo 3-hidorksi-3-metilglutaril koencim A (HMG-CoA)
reduktaze. Epidemiolol ke raziskave pa kallejo tudi to, da naj bi fitosteroli pri [livalih
zavirali rast tumorjev, prav tako pa naj bi imeli pozitivne ubinke tudi na motnje prostate

(Moghadasian in Frolich, 1999).

2.3.2.4 Vpliv fitosterolov na nizanje koncentracije LDL holesterola pri ljudeh

Moghadasian in Frolich (1999) sta pregledala vec Studij in ugotovila, da se je pri ljudeh, ki
so uzivali fitosterole (iz rastlinskih dodatkov), koncentracija LDL holesterola znizala Se
bolj, kot se je znizal skupni holesterol. Ob fitosterolni ali fitostanolni terapiji naj bi se
namre¢ za 13 % znizala koncentracija LDL holesterola in za 10 % koncentracija skupnega
holesterola. Da imajo fitosteroli ucinek zniZevanja koncentracije holesterola v krvi,
obstajajo trdni dokazi, ni pa znano, ¢e je enako uc¢inkovito, da za zniZevanje koncentracije

holesterola uzivamo prehrano z nizko vsebnostjo mascob. Sitostanol (ki je popolnoma
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nasicen fitosterol), je namre¢ mocan zaviralec ¢revesne absorbcije holesterola in je izmed
vseh fitosterolov najbolj u€inkovit pri zmanjSevanju koncentracije holesterola v plazmi.
Prav tako pa naj bi bile tudi meSanice sterolov in stanolov tako ucinkovite kot stanol sam.
Poleg pozitivnega ucinka na hiperholesterolemijo pri odraslih, imajo fitosteroli dokazane
pozitivne ucinke tudi pri otrocih, ki so hiperholesterolemijo podedovali.

Steroli so se sprva uporabljali kot farmakoloSka sredstva, vendar so s priznavanjem
prehranskih ucinkov pocasi postajali del obicajne prehrane v Zzivilih v obliki
konvencionalne prehrane. Na zaletku so se vkljucevali v margarine, vendar se je z
izboljSano tehnologijo izboljsala tudi bioloska razpolozljivost fitosterolov v zivilih (kjer so
dodani), tako se sedaj dodajajo tudi v sadne sokove, sladolede in druga zivila. V
prihodnosti pa lahko pri¢akujemo, da bo Zivil, kamor se bodo dodajali steroli, Se vec.
Avtor opisuje tudi rezultate analiz, kjer so ugotovili, da je optimalni dnevni odmerek
sterolov in stanolov 2 g/dan, saj takSen odmerek povzro€i 10 % zniZanje ravni LDL
holesterola, medtem ko naj bi ve¢ji odmerki zagotavljali le majhen dodatni ucinek
(Kritchevsky in Chen, 2005).

Lagarda in sod. (2006) navajajo, da se sitosterol ze od leta 1950 uporablja kot dodatek v
zdravilu za hiperholesterolemijo, saj fitosteroli znizujejo skupni holesterol in LDL
holesterol, ker zmanjsjujejo absorbcijo holesterola. Fitosteroli u¢inkujejo na ta nacin, da
zavirajo privzem s prehrano zauzitega in endogeno proizvedenega holesterola iz Crevesja,
vendar pa kljub vsemu natan¢en mehanizem $e ni povsem razjasnjen. Ena od teorij govori
o tem, da se holesterol v ¢revesju (kjer je Ze rahlo topen) obori v ne-absorbcijsko obliko,
to pa se zgodi ob prisotnosti sterolov in stanolov. Druga od teorij pa temelji na dejstvu, da
mora holesterol “vstopiti” v zol¢ne soli in fosfolipide, ki jih vsebujejo “meSane micele”, da
se lahko absorbira v krvni obtok. Ker pa je holesterol premalo topen v teh micelah in ga
fitosteroli (in stanoli) izpodrinejo, na ta nacin tudi preprecijo njegovo absorbcijo. Poleg
tega, da imajo fitosteroli u€inek znizevanja koncentracije holesterola, imajo tudi blagodejni
ucinek za zaviranje razvoja raka debelega Crevesja, antiateroskleroticen ucinek, delujejo

protivnetno in tudi kot antioksidanti.
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2.3.2.5 Negativni ucinki fitosterolov

Povecana koncentracija fitosterolov v membranah eritrocitov ima lahko za posledico
krhkost. PoveCano togost membrane pa je bilo mogoce opaziti tudi v mikrosomih
podganjih jeter, ki so bila obogatena z [-sitosterolom in kampesterolom. Prav tako lahko
visoka raven [-sitosterola (do 0,7 mmol/L) povzro¢i in vitro kréenje cloveskih
endotelijskih celic v krvi popkovine. Te ugotovitve kaZejo, da imajo zelo visoke
koncentracije B-sitosterola v plazmi, lahko potencialno citotoksi¢ne ucinke ter da lahko
vplivajo na celicne funkcije. Visoke koncentracije fitosterolov pri zivalih imajo lahko
Skodljive uc¢inke tudi na reproduktivne organe. Subakutna doza je 0,5 do 5 mg/ kg telesne
teze na dan, saj je ta koliCina B-sitosterola povzrocila znatno zmanjSanje Stevila semencic
in mod pri podganah (Mogadasian in Frolich, 1999).

Po drugi strani pa sta Kritchevsky in Chen (2005) ob pregledu literature ugotovila, da
fitosteroli in njihovi estri, fitostanoli in njihovi estri, nimajo na cloveski organizem nobenih
Skodljivih ucinkov na zdravje, prav tako naj ne bi vplivali na celicne funkcije. Po
njegovem pregledu omenjene spojine tudi niso mutagene, kancerogene in ne vplivajo na

razmnozevalne organe.

2.3.2.6 Fitosterolemija

Fitosterolemija (sitosterolemija) je redka avtosomno recesivha motnja, kjer je
koncentracija fitosterolov zelo visoka (Moghadasian in Frolich, 1999). Kritchevsky in
Chen (2005) navajata, da gre za genetsko napako, ki je posledica mutacij. Gre za napako v
genih, ki nadzorujejo delovanje transporterjev (za razlikovanje med holesterolom in
steroli) in Crpalk v Crevesnem lumnu. Tako povecana absorbcija fitosterolov vodi do
sitosterolemije. Fitosterolemi¢nim bolnikom zmanjsa tudi dejavnost HMGCoA reduktaze
in povecanje jetrnih LDL receptorjev. Enako je dejavnost dveh encimov Zol¢nih kislin
(sterol 27-hidroksilaze in holesterol 7a-hidroksilaze) inhibirana pri bolnikih s homozigotno

fitosterolemijo (Moghadasian in Frolich, 1999).
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2.3.2.7 Ocenjeni povprecni dnevni vnos fitosterolov

Kritchevsky in Chen (2005) opisujeta tudi rezultate analiz, kjer so ugotovili, da je
optimalni dnevni odmerek sterolov in stanolov 2 g/dan, saj takS§en odmerek povzroc¢i 10 %
znizanje ravni LDL holesterola, medtem ko naj bi ve¢ji odmerki zagotavljali le majhen
dodatni ucinek.

Lagarda in sod. (2006) navajajo, da je ocenjen povprecni dnevni vnos uzivanja fitosterolov
med 160 do 400 mg, odvisno od populacije. Se pa rastlinski steroli manj ucinkovito
absorbirajo, saj je njihova absorbcija 2—5 %, medtem ko se holesterola absorbira kar 60 %.

So pa fitostanoli Se manj uc¢inkoviti glede njihove absorbcije kot fitosteroli.

2.4 METODE ZA DOLOCANIJE STEROLOV

Tezka naloga je oceniti koncentracijo sterolov, ki so pomeSani z drugimi neumljivimi
komponentami v lipidih, le-ti pa so v zivilih povezani v kompleksne matrikse. Poleg tega
taka analiza zahteva zanesljivo analizno tehniko za ekstrakcijo, izolacijo, separacijo,
¢is€enje, detekcijo in kvantitativno dolocitev. Izolacija in obogatitev sterolov iz rastlinskih
tkiv ali olj, pomeni zacetno solventno ekstrakcijo, superkriticno tekocinsko ekstrakcijo,
kateri sledijo razli¢na ¢is¢enja in kromatografski postopki. Za nadaljnjo karakterizacijo in
kvantifikacijo komponent sterolov, lahko surove izolate precistimo in lo¢imo z razlicnimi
kromatografskimi tehnikami, kot so kolonska kromatografija (CC), plinska kromatografija
(GC), tankoplastna kromatografija (TLC), visokolocljivostna teko¢inska kromatografija na
normalni fazi (HPLC). Sterole lahko detektiramo s plamensko ionizacijsko detekcijo
(FID), UV detekcijo (UV), z infrardeco spektroskopijo (IR), z nuklearno magnetno
resonanco (NMR) ali z masno spektrometrijo (MS). Ko so se zacele pojavljati nove
sofisticirane GC kolonske tehnologije, je loCevanje zmesi sterolov postalo bolj uc¢inkovito.
Opravljena je bila tudi bezna raziskava, ki je pokazala, da v vecini raziskovalci raje
izbirajo kapilarne GC tehnike za analize sterolov in sorodnih spojin. Razlog za to je ta, da

naj bi GC zagotovil vecjo selektivnost za doloc¢ene izomere kot HPLC (Abidi, 2001).
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2.4.1 Priprava in ¢iSCenje vzorca

Izmed vseh kromatografskih tehnik izolacije/separacije CC in TLC postopki predstavljajo
najbolj dostopno opremo in instrumente, ne glede na njihovo ocitno neustreznost in
analiticno natan¢nost. Trdno-fazna ekstrakcija (SPE) pa je tudi zelo pogosto uporabljena

tehnika ¢iS¢enja.

2.4.1.1 Umiljenje
Umiljenje (saponifikacija) je hidroliza spojine alkohola in soli organskih kislin. Gre za

reakcijo med bazami alkalijskih kovin in maSc¢obami, tako baza alkalijske kovine (NaOH
ali KOH) pretrga vezi estra in povzro¢i nastanek mascobnih kislin in glicerola. Snovi, ki

nastanejo pri umiljenju lahko spremenimo v milo.

2.4.1.2 Ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE)

Znano je ze, da so CC ali TLC postopki zelo dolgotrajni in mucni za izvajanje, kadar jih
uporabljamo za c¢iS¢enje oljnih izvleckov ali neumljivih frakcij, ki vsebujejo razli¢ne
razrede komponent (kot so na primer: karoteni, tokoferoli, tokotrienali, linearni mascobni
alkoholi, triterpenski alkoholi in steroli). SPE tehnika se je izkazala kot uspeSna alternativa
za analize rastlinskih olj, saj ima kar nekaj prednosti pred CC in TLC. Prednosti so, da je
mogoce narediti analizo v krajSem casu, pri tem pa uporabimo le majhno koli¢ino topila,
poleg tega pa je pri reverzno-faznem nacinu optimalno to, da se vzorec ne-
saponifikacijskega ekstrakta nanese na oktadecil-silika SPE vlozek, ki je vnaprej
pripravljen zaporedno. Izpiranje SPE vlozka s kloroformom in metanolom nam nudi
presiscene frakcije sterolov. Po izparevanju topila je lahko vzorec pripravljen za

kvantifikacijo s GC (Abidi, 2001).

2.4.2 Plinska kromatografija (doloc¢itvena metoda)

GC je najbolj pogosta metoda za analizo sterolov, saj je tehnologija zelo napredna v
razvijanju kolon. Kapilarne GC kolone namre¢ (0,1-0,3 mm) vsebujejo ustrezno prevleko
in kemijsko vezano stacionarno fazo s spremenljivo polarnostjo (Abidi, 2001). Avtor
navaja, da lahko pri uporabi visoke temperature v kapilarni koloni GC, dosezemo visoko
stopnjo obcutljivosti in dobro locljivost komponent. V tipicni analizi GC je naprava

povezana s FID detektorjem za spremljanje analitov v koloni ali z MS za strukturno
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identifikacijo in kvantifikacijo z enkratnim spremljanjem ionov (SIM) ali z multiple-ion
monitoringom (MIM). Pri FID sistemih ugotavljamo pomanjkanje selektivnosti in
specificnosti, zato se za GC-FID analizo predhodno naredi CC in/ali TLC ali SPE za
¢iS¢enje in predobdelavo ne-saponifikacijskih vzorcev. Drugi detektorji se po mnenju
avtorja uporabljajo manj pogosto, saj ima FID najboljSe funkcije pri GC v smislu
obcutljivosti detekcije, linearnega odziva in sploSnega odziva.

Abidi (2001) navaja GC metodo kot bolj analiti¢no natan¢no in obcutljivo v primerjavi s
HPLC. Pri tem pa je obcutljivost odvisna od strukture sterolov in detektorjev, ki so

priklopljeni na kromatografsko napravo.

2.4.2.1 Osnove plinske kromatografije

Kromatografija je ucinkovita separacijska metoda s Stevilnimi aplikacijami na razlicnih
podrocjih znanosti in tehnologij. Kromatografija je fizikalno-kemijska metoda za locitev
tekocih ali plinastih zmesi v prostorsko locene cone. Osnova kromatografske separacije je
v razliki hitrosti migracije posameznih komponent pod vplivom mobilne faze (ki je plin ali
tekocCina) zaradi selektivnega zadrZevanja (retenzije) komponent na stacionarni fazi (ki je
trdna povrSina ali nemobilna tekocina) (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007). Plinska
kromatografija je metoda za locitev in kvantitativno doloCitev spojin, ki imajo primeren
parni tlak (hlapnost) ter so termicno stabilne pri delovnih temperaturah. Locitev poteka na
osnovi porazdelitve komponent v vzorcu med mobilno fazo (He, N;) in stacionarno fazo.

Za detekcijo so na voljo obcutljivi in selektivni detektorji (Jeseni¢nik, 2004).

2.4.2.2 Parametri kolonske kromatografije
Informacija (ki jo daje kromatografski eksperiment) je na kromatogramu, kjer je
koncentracija ali masni profil komponent vzorca zapisana kot funcija gibanja mobilne faze.
Kromatogram nam daje informacijo o:

e kompleksnosti vzorca (Stevilo vrhov);

e kuvalitativni sestavi vzorca (poloZaj vrhov);

e koli¢ini posamezne komponente v vzorcu (povrSina vrhov).
Interpretacija rezultatov zahteva poznavanje termodinamskih, kineticnih in transportnih
pojavov, ki se vrSijo med kromatografsko separacijo. Vse to omogoca izvedbo ucinkovite

separacije kompleksnih mesanic in tudi izvedbo ustreznih fizikalno-kemijskih meritev
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(Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007). Avtorja navajata tudi najpomembnejSe parametre
kromatografije, in sicer €as retenzije (zadrzevalni cas), ki je pri danih pogojih
karakteristi¢en za dolo¢eno komponento v vzorcu. Kot pomemben parameter avtorja
navajata tudi selektivnost kolone, ki se nanasa na zmoznost kolone, da lo¢i dve
komponenti. Kot pomemben parameter avtorja opisujeta lo€¢ljivost med dvema vrhovoma.
2.4.2.3 Detektorji
Rudan-Tasi¢ in Klofutar (2007) opisujeta razli¢ne detektorje za GC. Po njunem mnenju naj
bi bile Zelene karakteristike idealnega detektorja za GC visoka obcutljivost, stabilnost,
dobra ponovljivost, Sirok linearen odziv, kratek in od hitrosti pretoka neodvisen odzivni
cas, velika selektivnost, nedestruktivnost vzorca, poleg vsega navedenega pa naj bi bili
GC-detektorji odzivni v Sirokem temperaturnem intervalu (to je od sobne temperature pa
vsaj do 400 °C). Avtorja navajata razli¢ne detektorje:

e detektor na osnovi toplotne prevodnosti (TCD — angl. Thermal conductivity

detector);

e plamensko-ionizacijski detektor (FID — angl. Flame ionization detector);

¢ plamensko-fotometri¢ni detektor (FPD — angl. Flame photometric detector);

e fotoionizacijski detektor (PID — angl. Photoionization detector);

e termoionski detektor (TID — angl. Thermoionic detector);

e detektor na zajetje elektronov (ECD — angl. Electron capture detector).
Pri rutinskem delu se po mnenju avtorjev najveckrat uporabljata detektorja FID in ECD;
prvi je skoraj univerzalen za vecino organskih spojin (a deluje destruktivno), z visoko
obcutljivostjo in Sirokim linearnim podro¢jem. ECD-detektor pa se na Siroko uporablja v
kemiji okolja, saj selektivno detektira spojine, ki vsebujejo halogene elemente (npr.
pesticide, poliklorirane bifenole). Zelo je obcutljiv na molekule, ki vsebujejo funkcionalne
spojine z elektronegativnimi elementi (halogeni, peroksidi, kinoni, in nitro-spojine),
obcutljiv pa je tudi na amine, alkohole in ogljikovodike. Na vzorec ne deluje destruktivno,
linearno podrocje delovanja pa je nekoliko omejeno na dva velikostna razreda. Detektor
TCD je edini univerzalni detektor za vse spojine, ki jih lahko separiramo na GC-koloni.
Ima Siroko linearno podrocje delovanja. Ker je nedestruktiven, ga lahko uporabimo tudi v
preparativni plinski kromatografiji. Zaradi nizke obcutljivosti pa ni primeren za analizo

sledov.
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2.4.2.4 Delovanje plinske kromatorafije

Plinski kromatograf (slika 4) je instrument, ki ga sestavljajo trije glavni deli (ki so med
seboj povezani): injektor, kromatografska kolona (slika 5) in detektor. Raztopino
preiskovanega vzorca injiciramo v vro¢ prostor injektorja, kjer pride do hitrega uparevanja
vzorca. Skozi kolono (napoljneno s stacionarno fazo) vodimo plin (mobilna faza). Zaradi
razliénih fizikalno-kemijskih lastnosti se komponente vzorca med seboj lo¢ijo. Pri izstopu
iz kolone posamezno komponento zazna detektor, ki poslje ustrezen signal rekorderju
oziroma integratorju glede na koncentracijo posamezne komponente. Na osnovi Casa
zadrzevanja posamezne komponente v koloni (retenzijski Cas (t;)) to komponento

identificiramo, glede na velikost signala pa ga kvantitativno ovrednotimo.

REGULATORIJI

PRITISKA, PRETOKA "‘
m INJEKTOR ‘

b REKORDER

DETEKTOR

NOSILNIPLIN  ppyoSTATI ZA INJEKTOR, KOLONO, DETEKTOR

Slika 4: Shema plinskega kromatografa (Jeseni¢nik, 2004).
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Slika 5: Kolona s pecico (Agilent Technologies, 2002).
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2.5 VREDNOTENJE ANALITSKE METODE

Zagotavljanje kakovosti je sistem aktivnosti, ki daje proizvajalcu ali uporabniku produkta
zagotovilo, da ta ustreza definiranim standardom kakovosti na predpisanem nivoju
zaupanja. Standardi kakovosti zahtevajo validacijo vsake analitske metode ne glede na to
ali smo jo razvili sami ali jo uvajamo po navodilih neke druge institucije. Vrednotenje
metode prikazemo z doloenimi parametri in s tem zagotovimo, da je metoda ustrezna za
analizo doloCene substance v vzorcu ter da daje zanesljive rezultate. Nujno pa je
poznavanje fizikalno-kemijskega procesa, na katerem temelji analiza, ker se ta proces
dogaja v instrumentalnem sklopu in ne na dosegu analitikovih o¢i. Tako podatke o poteku
analize dobiva analitik posredno preko digitalnega zapisa znakov, signalov ali Stevilk.
Razumevanje in pravilna obdelava podatkov sta zelo pomembna za kvaliteto in
zanesljivost analiznih rezultatov, v nasprotnem primeru namre¢ prihaja do velikih merilnih

napak. Prav to je razlog za uradno uvajanje zahtev po validaciji analiznih postopkov.

2.5.1 Validacija analizne metode

Validacija analizne metode je postopek, s katerim ovrednotimo karakteristike analizirane
analizne metode in potrdimo, ali je metoda primerna za doloCeno analitsko aplikacijo ali
ne. Z validacijo analizne metode dokaZzemo, da so izpolnjene vse zahteve, ki so predpisane
za doloceno analizno metodo. Zahteve so podane s standardi ali pa so predpisane s
tehni¢no specifikacijo. Obicajne zahteve so: pravilen rezultat meritve, ustrezna merilna
negotovost meritve, cena meritve in rezultat analize v dogovorjenem roku. Rezultat
validacije metode je potrditev s pomocjo preverjanja in s pripravo objektivnih dokazov, da
so izpolnjene zahteve za specificne namene uporabe. Za uspesno validacijo metode mora
oprema ustrezati specifikacijam, biti mora vzdrZevana in umerjena. Izvajalec validacije pa

mora imeti ustrezno strokovno predznanje (Moder, 1998).

Avtorica Moder (1998) navaja, da je validacija metode tesno povezana z razvojem metode,
tako da ne moremo postaviti jasne razmejitve med obema postopkoma. Postopek validacije
metode razdelimo na vec¢ korakov:

e oblikovanje zahtev oziroma oblikovanje analitske specifikacije;

e izbira analitske metode, ki jo bomo validirali, in izbira tehnike za preverjanje

to¢nosti in natan¢nosti analitske metode;
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dolocitev parametrov validacije, ki jih bomo ovrednotili;
izdelava protokola (sheme) za izvedbo validacije;
izvedba meritev in obdelava rezultatov;

primerjava dobljenih rezultatov validacije z zahtevami standarda ali predpisov.

Pri validaciji analizne metode lahko uporabljamo eno ali kombinacijo vec¢ tehnik za

preverjanje to¢nosti in natancnosti analizne metode. Pred pri¢etkom same validacije je

pomembno, da naredimo protokol oziroma shemo kako in v kak$Snem vrstnem redu bomo

izvajali doloCene meritve (Moder, 1998). Validacija analitske metode:

Specificnost in selektivnost (specifity and selectivity) metode ugotavljamo tako,
da analiziramo razli¢ice istega vzorca in opazujemo merjeno lastnost elementa, ki
ga doloc¢ujemo. Vzorcem lahko dodajamo necistoce ali motece snovi in opazujemo
vpliv le-teh na merjeno lastnost elementa. Analizna metoda je selektivna, ¢e na
merjeno lastnost (npr. intenziteta signala pri ICP-AES) elementa v meSanici ne
vpliva nobena druga komponenta iz te meSanice. Metodo, ki je popolnoma
selektivna, imenujemo specificna (Moder, 1998).

Linearnost (linearity) dolo¢imo tako, da izmerimo signal slepe raztopine in
standardnih raztopin razli¢nih koncentracij v celotnem delovnem obmocju ter
izraCunamo regresijsko premico po metodi najmanjSih kvadratov. Zazeljeno je, da
bi bila analizna metoda znotraj delovnega obmocja linearna. Standardne raztopine
razliénih koncentracij in slepo raztopino pripravimo v ve¢ paralelkah. Preverjanje
linearnosti regresijske premice (umeritvene krivulje) je le del validacije celotne
analizne metode. Umeritvena krivulja je linearna, &e je koeficient korelacije R* >
0,99. Ce umeritvena krivulja ni linearna na vsem delovnem obmodju, lahko
delovno obmocje razdelimo na ve¢ manjSih obmoc€ij in znotraj njih testiramo
linearnost. Ce umeritvena krivulja kljub temu ni linearna, moramo v analizno
metodo vkljuciti ustrezno enacbo za umeritveno krivuljo (Moder, 1998).
Natan¢nost (precision) metode pove, koliko rezultati meritev znotraj skupine
meritev med seboj nihajo (in je odvisna od koncentracije analita). Natan¢nost
analizne metode obicajno podajamo kot standardni odmik analizne metode.

Dolo¢imo jo tako, da izmerimo ve¢ meritev realnega vzorca (Moder, 1998).
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Natacnost metode podajamo na dva nacina, odvisno od tega pod katerimi pogoji
smo jo dolo¢ili:

a) Ponovljivost (repeatability) je natan¢nost dobljena iz rezultatov meritev
pri ponovljivih pogojih (ista metoda, isti reagenti, ista oprema, isti
analitik, isti laboratorij, isti set vzorcev, kratek Cas med meritvami).
Ponovljivost metode opiSe namre¢ kakovost ujemanja cele vrste
rezultatov, narejenih pri enakih pogojih (Zupan, 2009).

b) Obnovljivost (reproducibility) nastopa, kadar je natan¢nost dobljena iz
rezultatov meritev pri obnovljivih pogojih. Tako je v nasprotju z
ponovljivostjo obnovljivost kakovost ujemanja med posameznimi
rezultati meritev, dobljenih z isto metodo in/ali na istem materialu ali
objektu, vendar pri pri razli¢nih pogojih, kot so npr. drug analitik, druga
aparatura, a za isto metodo, drug laboratorij, drug cas, ... Z F-testom
(primerjavo varianc) dolo¢imo natan¢nost dveh skupin meritev (Zupan,
2009)

e Tocnost ali pravilnost (accuracy) je merilo, s katerim pokazemo, da dobimo z
uporabo dolocene analitske metode pravilne rezultate. Tocnost je merilo stopnje
ujemanja rezultatov, ki jih izmerimo z naso metodo, s pravo vrednostjo. Pravo
vrednost dobimo na dva nacina. Eden je primerjanje rezultatov z referen¢no
metodo, za katero vemo, da nima sistemske napake. ManjSa kot je razlika med
povprecjem meritev in “pravo” (referencno) vrednostjo, bolj je metoda tocna. Drugi
nacin je dodajanje znane koncentracije merjene komponente v matricno raztopino
in merjenje pripradajocih signalov. Ta drugi nacin lahko imenujemo tudi
“recovery” (standardni dodatek), kjer merimo razliko v rezultatu za vzorec brez
in z dodano znano koli¢ino analita. Toc¢nost rezultatov, ki jih dobimo z neko
metodo, dolo¢imo s t-testom, ki primerja prave vrednosti in povprecje skupine
meritev. Pravilnost rezultatov izr¢unamo iz razlike med izracunano koncentracijo in

dejansko koncentracijo (enacba 1).

pravilnest = (‘l + M) » 100
Yaiwr

- (D
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e Stabilnost (stability) podaja velikost odstopanj v analiziranih rezultatih, narejenih v
razlicnih c¢asovnih intervalih. Stabilnost je potrebno preverjati, ker mnoge
komponente vzorca razpadejo med samo pripravo vzorca ali med opravljanjem
meritev. Sistem stabilnosti je primerljiv, ¢e relativni odmik ne presega 20 % celotne
natan¢nosti. V primeru, da je vrednost ve€ja, moramo izraCunati Cas uporabe
raztopine (Nemivsek, 2006). Casovni vpliv shranjevanja izolatov vzorcev
preverjamo z meritvami v zaporednih casovnih intervalih in primerjanjem

izmerjenih vrednosti z zacetno.

2.5.2 Osnove statistike in statisti¢ni testi

Statistika je veda, ki je del matematike in se v zadnjem casu veliko uporablja tudi na
podroc¢ju nacrtovanja eksperimentov. Statistiéne metode nam pomagajo pri vrednotenju in
podajanju rezultatov, iskanju virov razlicnih sistemskih napak, ocenjevanju velikosti
napak, pri primerjavi razlicnih metod, razli¢nih analitikov, nacinov dela, razli¢nih vzorcev,

itd. (Bohanec, 1998).

2.5.2.1 Osnovni statisticni pojmi
Vsak rezultat merjenj mora vsebovati podatek o napakah, zato se izvajajo vse analize v ve¢
ponovitvah. Ponovitve so analize, ki jih naredimo veckrat pod enakimi pogoji. Stevilo
ponovitev pa je odvisno od vrste analize, ¢asa (ki je potreben za analizo), rutinske analize
(ali nerutinske), od Stevila vzorcev in pa tudi drugih dejavnikov. Statisti¢no gledano je Sest
ponovitev pravzaprav minimalno Stevilo ponovitev, ki jih moramo narediti, da lahko
ovrednotimo nek rezultat. 1z rezultatov posameznih meritev vzorénih predstavnikov iz
neke populacije lahko sklepamo na celotno populacijo, iz katere jemljemo vzorec
(Bohanec, 1998). Osnovni statisticni pojmi pa so:
e Povpredje meritev, ki je povprecje kvadratov odklonov posameznih vrednosti od
povprecja meritev in je torej merilo odstopanja vrednosti posameznih meritev od

povprecne vrednosti meritev (enacba 2).

YT . (2)
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e Standardni odmik povprecja ali standardna napaka je koli¢nik standardnega

odmika s in korena Stevila ponovitev n (enacba 3).

¥n .. 3)

¢ Koeficient variacije ali relativni standardni odmik je standardni odmik izrazen v

odstotkih glede na povpre¢no vrednost meritev (enacba 4).

5 x 100%

A3 =—— )

2.5.2.2 Statisti¢ni testi

Pri interpretaciji eksperimentalnih rezultatov, primerjavi podatkov in iskanju povezav med
razli¢nimi skupinami podatkov si pomagamo z razlicnimi testi, ki z dolo€eno verjetnostjo
potrdijo ali ovrZejo dolocene trditve (Bohanec, 1998). Spodaj naSteti so najosnovnejsi
statistiCni testi:

o (-test za dolocCitev zunaj leZe€ih meritev (ubeznikov)

Veckratne ponovitve analize pod enakimi pogoji sestavljajo skupino meritev. Pred njihovo
staticno obdelavo in doloc€itvijo osnovnih statisticnih parametrov (povprecje, standardni
odmik, interval zaupanja) meritve pogledamo in poskusamo ugotoviti, ¢e katera od meritev
zelo odstopa od ostalih. Take meritve imenujemo zunaj lezeCe meritve ali ubezniki
(outliers) in vplivajo na to¢nost ter natanc¢nost meritev. Pred nadaljnjo statisticno obdelavo
jih dolo€amo in izlo¢imo s pomocjo enega od znanih statisticnih testov, in sicer uporabimo

Dixonov Q-test ali pa Grubbs-Beckov test (Bohanec, 1998).

Dixonov Q-test je zelo enostavne za dolo¢anje zunaj leze¢ih meritve, pri katerem se Q-

vrednost dolo¢i po enacbi 5.
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10M = WM
Qizrat = GrAT—HIM
L5

OM = opazovana meritev, ki jo zelimo izlo€iti;
NM = meritev, ki je najbljizje opazovani meritvi,
MAX = maksimalna meritev;

MIN = minimalna meritev.

Vrednost Qpr: primerjamo s tabelariéno vrednostjo Qubelaricna C€ j€ Qizrac > Qiabelaricne,
potem je meritev OM izlocena. Ce pa je Qizas < Qubelaricne, potem OM ni zunajlezeca
meritev in je ne izlo¢imo. Dixonov Q-test pa odpove, ¢e sta dve meritvi blizu skupaj,
vendar dale¢ od ostalih ali pa ¢e poleg skupine meritev obstajata Se dve meritvi zunaj te

skupine, vsaka na svoji strani (Bohanec, 1998).

e Grubbs-Beckov test:
Uporabljamo kadar Q-test odpove, vendar je pri tem testu primerjava med izracunano in

tabelari¢no vrednostjo ravno obratna kot pri ostalih testih (enacba 6) (Bohanec, 1998).

Ym— W
5y ... (6)

o=

si= standardni odmik signalov;
Yi = povpregje signalov na i-tem koncentracijskem nivoju;

y im = Opazovani signal na i-tem koncentracijskem nivoju.

e F-test za primerjavo standardnih odmikov dveh skupin meritev
Velikokrat moramo primerjati slu¢ajno napako dveh skupin meritev, pri ¢emer je prva
skupina analiz, dobljenih z eno metodo, druga skupina meritev pa rezultat analiz, dobljenih
z druga¢éno metodo (Bohanec, 1998). Ce je s; standardni odmik prve skupine in s,
standardni odklon druge skupine in je v prvi n;, v drugi pa n, meritev, potem izraCunamo

razmerje varainc obeh skupin po enacbi 7.
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5 (D
V primeru, da je Fizae > Fiapelaricni, € metodi razlikujeta po natanc¢nosti pri 0,05 nivoju

signifikantnosti. Opisani F-test uporabimo, kadarkoli imamo dve skupini meritev, ki se
med seboj razlikujeta glede na razlicne vzorce in drugo. Klju¢no vprasanje je, ali sta
metodi enako natancni ali ne. Ta test je eden najpogosteje uporabljenih testov, kadar
primerjamo natancnost dveh skupin meritev torej analitikov, metod, priprav vzorca

(Bohanec, 1998).

e t-test za primerjavo povprecij dveh skupin meritev
Imamo dve skupini meritev, ki imata standardni odmik s; (prva skupina meritev) in s;
(druga skupina meritev), v prvi je nj, v drugi pa n, meritev. Na voljo imamo dva t-testa, in
sicer enega, Ce sta standardna odmika obeh skupin meritev primerljiva, ter drugega, e sta
standardna omika obeh skupin meritve razli¢na (Bohanec, 1998). Standardna odmika obeh
skupin meritev najprej med seboj primerjamo z F-testom in se, glede na rezultat
primerjave, nato odlo¢imo za moznost:
a) Standardna odmika obeh skupin meritev sta primerljiva

V primeru, da sta standardna odmika obeh skupin primerljiva, uporabimo enacbi 8 in 9.

_ fr, - 1) x 5P+ G- 1) x 5]

E—
< ny + Mg — 2 .. (8)
% -
Cigral = 2 2
X g
SR - .. (9)

Povpre¢ji obeh skupin meritev se razlikujeta, ¢e velja tizac > twpelarini (0,05, PS).
Tabelari¢no t-vrednost od¢itamo iz tabele. Pri primerjavi upostevamo absolutno vrednost

tizrac.

b) Standardna odmika obeh skupin meritev sta razli¢na

V primeru, da sta standardna odmika obeh skupin razli¢na, pa uporabimo enacbi 10 in 11.



Povse R. Dolocanje sterolne sestave olja navadnega ri¢ka (Camelina sativa (L.) Crantz). 33
Magistrsko delo. (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

5.5
m ¥ n

CRCIE

g +1 ... (10)

+

¥yt X
Ffﬂi‘""ﬁﬁ = e
g g
.5
gy  Tg

.. (11)

Povprecji obeh skupin meritev se razlikujeta, ¢e velja tizac > tuwbelaricni (0,05, PS).
Tabelari¢no t-vrednost od¢itamo iz tabele. Pri primerjavi upostevamo absolutno vrednost

tizraé.
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3 MATERIAL IN METODE

V razlicnih vzorcih ri€kovega olja smo dolocali Stiri razlicne sterole: brasikasterol,
kampesterol, stigmasterol in B-sitosterol. Sterole smo dolocali s plinsko kromatografijo

(FID detektor). V preglednici 5 so predstavljeni vzorci, ki smo jih analizirali.

3.1 MATERIALI
Analizirani vzorci slovenskega porekla se razlikujejo po letniku, vendar so bili analizirani

tudi vzorci drugih drzav. Podatki vseh analiziranih vzorcev so zbrani v preglednici 5.

Preglednica 5: Opis vzorcev rickovega olja.

Stevilo vzorcev poreklo letnik
10 Slovenija (SLO) 2007
7 Slovenija (SLO) 2008
8 Slovenija (SLO) 2009
1 Avstrija (A) 2006
1 Finska (FIN) 2006
1 ZdruZene drzave | 2007
Amerike (USA)
1 Nemcija (GER) 2008

Vzorci so identi¢ni vzorcem v doktorski disertaciji Roberta Hrastarja (2011), kjer pa so
dolocene tudi druge lastnosti posameznih vzorcev. Vzorci so bili nabrani v obliki semen
navadnega ricka na Koroskem in po omenjenih drazavah po svetu (preglednica 5) ter
stisnjeni v laboratoriju na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije. Nato so bili do
analize zamrznjeni na — 18 °C. Pred analizo olja smo jih odmrznili in pred tehtanjem dobro

premesali.
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3.2 METODA IN PRINCIP DELA

Abidi (2001) navaja GC metodo kot bolj analitiéno natan¢no in obcutljivo v primerjavi s
HPLC. Pri tem pa je obcutljivost odvisna od strukture sterolov in detektorjev, ki so
sklopljeni s kromatografsko napravo. Zato smo se v nasi raziskavi odlocili, da uporabimo
GC-analizo sterolov v rickovem olju.

Najpogosteje se za analizo posameznih sterolov vkljuci hidrolizo lipidov, saponifikacijo ali
kislinsko hidrolizo, saponifikacijo za sprostitev sterolov, ekstrakcijo neumljivih snovi in
lo¢itev (delno ¢iscenje sterolov s TLC ali SPE), oblikovanje dobljenih sterolov ter njihova
analiza na GC koloni (Lagarda in sod., 2006). Mi smo za analizo sterolov opravili

saponifikacijo za sprostitev sterolov in trdno-fazno ekstrakcijo za locitev sterolov iz

vzorca, njihovo analizo pa smo opravili na GC koloni.

3.2.1 Reagenti in materiali

Kemikalije:
e ctanol (C,H6O), Sigma-Aldrich, > 99,8 % ;
e destilirana voda, SIST EN ISO 3696 (1998);
e kalijev hidroksid (KOH), Riedel-de Haén;
e betulin (interni standard) (C;9Hs00,), Sigma-Aldrich, > 97,5 %;
e kloroform (CHCI;), Sigma-Aldrich, 99,0-99,4 %;
e metanol (CH40), Sigma -Aldrich, > 99,9 %;
e stigmasterol (standard) (Cy9H430), Sigma-Aldrich, 95 %;
e campesterol (standard) (C,sH4g0), Sigma-Aldrich, 65 %;
e brassicasterol (standard) (C,sHa60), Sigma-Aldrich, 98 %;
e [-sitosterol (standard) (C,9Hs00), Sigma-Aldrich, > 90 %.

Laboratorijski materiali:
e Reagencna steklenica (100 mL, 500 mL), Schott Duran, priblizni volumen;
e merilni valj (100 mL, 1000 mL), Isolab, + 1 mL;
e case (50 mL, 100 mL), Simax, priblizni volumen;
e injekcijske brizge (5 mL), HS;
o teflonski filter (PTFE); premera 0,25 mm; velikost por je 0,45um;
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e polnilne pipete (100 pL, I mL, 5 mL, 10 mL), Thermo Scientific;
e epruvete z obrusom ~ 200 mL, VegaM
e viala s pokrovcki;

e tube za ekstrakcijo (Strata C18-E; 55um, 70 A).

Oprema:
e grelna kopel, Biichi Heating Bath B-490;
e magnetno mesalo, Lab dancer;
e rotavapor, Biichi Heating Bath B-490;
e (GC-sistem Agilent, 6890 Series, s FID detektorjem;
e (GC-kolona, HP-5 GC.

3.2.2 Postopek
Priprava raztopin
e (0,5M KOH v etanolu
To raztopino smo pripravili tako, da smo zatehtali 14,028 g KOH v 0,5 L bucko in jo z
etanolom dopolnili do oznake ter dobro premesali, da se je ves KOH raztopil. Tako smo

pripravili raztopino in jo ves ¢as med analizami hranili v hladilniku na 4 °C.

e 0,22 mg betulina/mL kloroforma
To raztopino smo pripravili tako, da smo glede na Stevilo vzorcev preracunali, koliko mL
kloroforma potrebujemo, nato pa smo s Stevilom mL kloroforma pomnozili maso betulina
ter tako dobili maso betulina, ki ga potrebujemo. Tako smo pripravili raztopino in jo ves

¢as med analizami hranili v hladilniku na 4 °C.

e 5% metanola v kloroformu (v/v)
V 100 mL bucko smo nalili 5 mL metanola in s kloroformom dopolnili do oznake. Tak$ne

raztopine smo pripravljali tedensko in jih med analizami hranili v hladilniku na 4 °C.
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Priprava standardov

Standarde smo hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Vse standarde smo pripravili v
raztopini za uporabo na GC. Ker so standardi razlicni, smo za vsak sterol pripravili
standard drugacne koncentracije, kar je prikazano v preglednici 6. V naSem primeru
standardi nimajo enakih koncentracij (Ce bi jih imeli, bi bilo bolj pregledno), ker so na
voljo nekateri standardi v manjSih koli¢inah (na primer kampesterol je na voljo v
miligramskem pakiranju), druge standarde (ki so pakirani v vecjih koli¢inah) pa smo pri
vecji masi lahko natehtali bolj natan¢no. Tiste standarde, ki so pakirani v manjsi koli¢ini
(1 mg in 5 mg), smo porabili v celoti, da ni priSlo do napak pri tehtanju. To je razlog za
razlicne koncentracije standardov. Raztopine smo pripravili tako, da smo dolo¢eno maso

standarda zmesali z doloCeno koli¢ino topila ( 5 % metanola v kloroformu).

Preglednica 6: Pripravljeni standardi sterolov in njihove koncentracije.

STEROL koli¢ina standarda | koli¢ina topila koncentracija
kampesterol 1 mg I mL 1 mg/mL
B-sitosterol 5 mg I mL 5 mg/mL
stigmasterol 10 mg I mL 10 mg/mL
brasikasterol 5 mg I mL 5 mg/mL

Standarde in vzorce smo analizirali z GC, pri pogojih, ki so zapisani v preglednici 7 in 8.

Priprava vzorca

Odtehtamo 0,74 g rickovega olja in dodamo 10 mL 0,5 M KOH v etanolu (s tem opravimo
saponifikacijo). Vse skupaj dobro premeSamo in segrevamo 20 minut na 77 °C. Nato
ohladimo in dodamo 10 mL 0,22 mg/mL betulina (interni standard) v kloroformu in
meSamo 5 minut. Pustimo, da se usedlina posede, tekoCo fazo pa zberemo (najbolje s
pipeto) v drugi casi. Nato filtriramo 3 mL alikvota preko phenex 30 mm 0,45 um
teflonskim filtrom. Filtrat zbiramo v ca$i in nato pricnemo s trdno-fazno ekstrakcijo s
tubami (cartridges) condition strata C 18-E-SPE (55 pm, 70A) (slika 6), ki jo najprej
speremo s 5 mL metanola in nato s 5 mL kloroforma. Nato dodamo 1 mL vzorca in ves ¢as

pazimo, da se tube ne izSusijo (to pomeni, da so ves Cas navlazene). Ko skozi tube stece
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vzorec, zamenjamo posode, kamor so tekla topila in dodamo nove (epruvetke z obrusom,
ki jih lahko uporabimo na napravi rotavapor) ter izperemo sterole iz tube s 15 mL 5 %
metanola v kloroformu. Zbran ekstrakt sterolov (15 mL) v tej epruveti damo na rotovapor
in pri tem segrevamo na 35 °C, da odparimo vso topilo. Dodamo 1 ml topila (5 % metanola
v kloroformu), dobro premeSamo in prenesemo 1 mL koncentrata v vijalo, ki gre v analizo

na GC pri pogojih, ki so opisani v preglednici 8.

Slika 6: Tube Condition strata C 18-E-SPE.

Plinska kromatografija

Primerjali smo retenzijske ¢ase standardov in vzorca ter ugotovili, pri katerem t; se prikaze
pik standarda in v tem ¢asu v vzorcu upostevali povrsino pika. Dobili smo koncentracijo
posameznega sterola v 1 mL analiziranega vzorca, da pa smo dobili podatek v g/100 g,
smo morali upostevati nadaljni izra¢un (enacba 11). GC je bila opravljena s kolono, ki je

opisana v preglednici 7 in pod pogoji, ki so opisani v preglednici 8.
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Preglednica 7: Opis uporabljene kolone na GC.

znamka kolone J & W Scientific

ime kolone HP-5 GC

(5 %-fenil)-metilpolisiolksan,
stacionarna faza o
95 % dimetil poliksiloksan

dolZina kolone 30m
premer kolone 0,32 mm
film kolone 0,25 um
— 60°Cdo325°C (350
temperaturne omejitve kolone °C)

Preglednica 8: Pogoji na GC napravi.

temperaturni profil 1 min. pri 220 °C
220 °C-350 °C pri 15 °C/min.
6 min. pri 350 °C

plin (mobilna faza) konstantni pretok helija

pretok I mL/min

volumen vzorca 2 uL

temperatura injektorja 320 °C

temperatura detektorja 300 °C

split razmerije gani

Ko smo standarde pod pogoji, ki so opisani v preglednici 7 in 8, dali na GC napravo, smo
dobili njihove retenzijske ¢ase, na podlagi katerih smo lahko potem v vzorcih identificirali

posamezne sterole.
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3.2.3 Izra¢un

Koncentracijo posameznih sterolov smo dolo¢ili po enacbi 11.

_ AlXexM1 y
T OAZ XMZ Xm - (1)

Al = povrsina pika sterola v vzorcu;
¢ = koncetracija betulina;

M1 = molska masa sterola;

A2 = povrsina pika betulina;

M2 = molska masa betulina;

m =masa vzorcav g;

W = koncentracija v g/100 g.

Pri dodatnih izracunih (za validacijo metode), pa nam je pomagal literaturni podatek, da
ima ri¢kovo olje gostoto (pri 20 °C) 0,92 g/mL (Abramovi¢ in Abram, 2005). Le-to nam je
pomagalo, da smo lahko preraunali rezultate, ki so bili podani na 100 g, tako da smo jih
lahko preracunali na 100 mL. To smo racunali na nacin, da smo iz podatka gostote dobili
nov podatek, da je 100 g olja enako 108,7 mL rickovega olja. Pri podajanju rezultatov

vzorcev olja navadnega ricka pa smo za lazjo primerjavo rezultate podali v enoti mg/100 g.
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4 REZULTATI

4.1 VALIDACIJA POSTOPKA ANALIZE DOLOCANJA STEROLOV \Y%
RICKOVEM OLJU

Pred analizami vzorcev smo opravili validacijo metode. Tako smo najprej dolocili
ponovljivost in obnovljivost metode.

V prvem delu eksperimenta smo poskusali optimizirati pogoje in najti prave pogoje
priprave vzorca ter pogoje na GC-sistemu. Tako smo na GC-sistemu najprej analizirali
posamezne standarde sterolov, da smo dobili kot rezultat t. vsakega posameznega
standarda. Nato smo naredili zmes standardov ter videli, ali se ujemajo t. vsakega

posameznega standarda. TakSen kromatogram smo kasneje pri¢akovali tudi v vzorcu.

Specificnost in selektivnost
Ker se standardi med sabo dobro locijo, je metoda specificna in selektivna, kar se lepo vidi

na sliki 7 in v preglednici 9.
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Slika 7: Kromatogram vseh standardov skupaj (1 — brasikasterol; 2 — kampesterol; 3 —
stigmasterol; 4 — -sitosterol).



Povse R. Dolocanje sterolne sestave olja navadnega ri¢ka (Camelina sativa (L.) Crantz). 43
Magistrsko delo. (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

Preglednica 9: Retenzijski Casi (t; standardov.

sterol t; (min) oznaka na sliki 10 in 11
brasikasterol 6,03 1
kampesterol 6,23 2
stigmasterol 6,33 3

B-sitoterol 6,65 4
interni standard (betulin) 8,19 5

Pred zacetkom analize vzorcev smo najprej poskusili nakljuéni vzorec, da smo videli, kako

se vrhovi v kromatogramu lo¢ijo v konkretnem vzorcu in dobili sliko 8.

PA ]
160 |

140 -|
1205
100—;—
80—3
60—3

40 -

[\S)

6.194

= 6.328

==8.194] W

———

iyt N Sl N A i .

Slika 8: Kromatogram vzorca rickovega olja §t. 6 (1 — brasikasterol; 2 — kampesterol; 3 —
stigmasterol; 4 — -sitosterol).
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4.1.1 Ponovljivost in obnovljivost metode
Za dolocitev ponoljivosti in obnovljivosti metode smo dva dni zaporedoma opravili Sest

meritev na istem (nakljuénem) vzorcu rickovega olja.

4.1.1.1 Brasikasterol

Rezultati meritev za brasikasterol v dveh dneh so prikazani v preglednicah 10 in 11. Iz
preglednic je razvidno, da so si rezultati med seboj zelo podobni, natan¢nejSe podatke pa
dobimo s statisticno obdelavo podatkov, katere rezultati so prikazani v preglednicah 12 in

13.

Preglednica 10: Koncetracije brasikasterola za doloc¢itev ponovljivosti (meritve 1. dan).

St. vzorca koncentracija brasikasterola

(mg/100 g)

1 17,13

17,20

18,56

18,83

18,91

N | B W N

19,01

Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,

saj je pri vseh zunajleze¢ih meritvah Qj,ra¢ manjsi od Qyap.
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Preglednica 11: Koncetracije brasikasterola za doloCitev obnovljivosti (meritve 2. dan).

§t. vzorca

koncentracija brasikasterola

(mg/100 g)

17,84

17,98

18,22

18,99

19,83

N | B W N

19,98

Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,
saj je pri vseh zunajleze¢ih meritvah Qj,ra¢ manjsi od Qyap.

Preglednica 12: Rezultati F-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za brasikasterol.

meritve Stevilo povprecna koncentracija | standardni Fizrac Fiab
meritev (mg/100 g) odklon
(mg/100
g)
1. dan 6 18,27 0,9
0,861 5,820
2. dan 6 18,81 0,9

Ker je Fi ¢ manjsi od Fy,p, velja, da se metodi ne razlikujeta po natanc¢nosti.

Preglednica 13: Rezultati t-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za brasikasterol.

ttab

tizra(“:

pomen rezultata

2,23

I-1,02I

Med skupinama meritev ni

signifikatnih razlik.

Ko smo pri t-testu primerjali povprecji obeh skupin meritev, je bilo razvidno, da je

izraCunani t manjs$i od tabelari¢nega, zato lahko re¢emo, da med meritvami v prvem in

meritvami v drugem dnevu ni signifikatnih razlik. Zato smo izra¢unali skupno povprecje in
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ga okarakterizirali kot obnovljivost metode s standardni odklonom ter relativnim

standardnim odklonom, ki sta podana v preglednici 26.

4.1.1.2 Kampesterol

Rezultati meritev za kampesterol v 2 dneh so prikazani v preglednicah 14 in 15. Iz
preglednic je razvidno, da so si rezultati med seboj zelo podobni, natan¢nejSe podatke pa
dobimo s statisticno obdelavo podatkov, katere rezultati so prikazani v preglednicah 16 in

17.

Preglednica 14: Koncetracije kempesterola za dolocitev ponovljivosti (meritve 1. dan).

St. vzorca koncentracija kampesterola

(mg/100 g)

1 160,31

166,23

171,70

178,22

183,01

AN | B W N

191,87

Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,
saj je pri vseh zunajleze¢ih meritvah Qj,ra¢ manjsi od Qap.

Preglednica 15: Koncetracije kampesterola za dolocitev obnovljivosti (meritve 2. dan).

St. vzorca koncentracija kampesterola

(mg/100 g)

1 169,19

170,04

170,68

179,56

189,90

N | B~ W DN

199,32
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Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,
saj je pri vseh zunajlezecih meritvah Qjra¢ manjsi od Qyap.

Preglednica 16: Rezultati F-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za kampesterol.

meritve Stevilo povprecna standardni Fijrac Fiab
meritev koncentracija odklon
(mg/100 g) (mg/100 g)
1.skupina 6 175,22 11,51
0,849 5,820
2. skupina 6 179,78 12,44

Ker je Fiza¢ manjsi od Fyp, velja, da se metodi ne razlikujeta po natancnosti.

Preglednica 17: Rezultati t-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za kampesterol.

ttabelari(“:ni

tizra(“:

pomen rezultata

2,23

1-0,66|

Med skupinama meritev ni

signifikatnih razlik.

Ko smo pri t-testu primerjali povprecji obeh skupin meritev, je bilo razvidno, da je

izraCunani t manjSi od tabelari¢nega, zato lahko re¢emo, da med meritvami prvega in

meritvami drugega dneva ni signifikatnih razlik. Zato smo izracunali skupno povprecje in

ga okarakterizirali kot obnovljivost metode s standardnim odklonom ter relativnim

standardnim odklonom, ki sta podana v preglednici 26.

4.1.1.3 Stigmasterol
Rezultati meritev za stigmasterol so prikazani v preglednicah 18 in 19. Iz preglednic je

razvidno, da so si rezultati med sabo zelo podobni, natanénejSe podatke pa dobimo s

statisti¢no obdelavo podatkov, katere rezultati so prikazani v preglednicah 20 in 21.
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Preglednica 18: Koncetracije stigmasterola za dolocitev ponovljivosti (meritve 1. dan).

§t. vzorca

koncentracija stigmasterola

(mg/100 g)

2,72

3,56

4,30

6,93

7,43

AN | B~ W N

7,48

Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,

saj je pri vseh zunajlezecCih meritvah Qi manjsi od Qygp.

Preglednica 19: Koncetracije stigmasterola za dolocitev obnovljivosti (meritve 2. dan).

§t. vzorca

koncentracija stigmasterola

(mg/100 g)

1,95

3,23

3,84

5,28

5,92

QN | B W N

8,69

Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,
saj je pri vseh zunajleze¢ih meritvah Qjra¢ manjsi od Qyap.
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Preglednica 20: Rezultati F-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za stigmasterol.

meritve Stevilo povprecna standardni Fijrac Fiap
meritev koncentracija odklon
(mg/100 g) (mg/100 g)
1.skupina 6 5,54 2,1
0,802 5,820
2. skupina 6 4,82 2.4

Ker je Fiza¢ manjsi od Fy,p, velja, da se metodi ne razlikujeta po natancnosti.

Preglednica 21: Rezultati t-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za stigmasterol.

ttab

tizraé

pomen rezultata

2,23

1-0,45l

Med skupinama meritev ni

signifikatnih razlik.

Ko smo pri t-testu primerjali povpre¢ji obeh skupin meritev, je bilo razvidno, da je

izraCunani t manjsi od tabelaricnega (gledamo absolutno vrednost), zato lahko re¢emo, da

med meritvami prvega in meritvami drugega dne ni signifikatnih razlik. Zato smo

izraCunali skupno povprecje in ga okarakterizirali kot obnovljivost metode s standardnim

odklonom ter relativnim standardnim odklonom, ki sta podana v preglednici 26.

4.1.1.4 B-sitosterol

Rezultati meritev za B-sitosterol so prikazani v preglednicah 22 in 23. Iz preglednic je

razvidno, da so si rezultati med seboj zelo podobni, natanénejSe podatke pa dobimo s

statisticno obdelavo podatkov, katere rezultati so prikazani v preglednicah 24 in 25.
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Preglednica 22: Koncetracije -sitosterola za dolocitev ponovljivosti (meritve 1. dan).

§t. vzorca koncentracija B-sitosterola
(mg/100 g)
1 457,00
2 460,12
3 510,04
4 510,06
5 530,91
6 542,05

Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,
saj je pri vseh zunajleze¢ih meritvah Qj,ra¢ manjsi od Qap.

Preglednica 23: Koncetracije B-sitosterola za dolocitev obnovljivosti (meritve 2. dan).

§t. vzorca koncentracija p-sitosterola
(mg/100 g)
1 515,01
2 516,34
3 527,06
4 540,00
5 569,86
6 574,15

Dixonov Q-test za ugotavljanje ubeznikov nam je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik,
saj je pri obeh zunajlezecih meritvah Qi manjsi od Qyap.
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Preglednica 24: Rezultati F-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za B-sitosterol.
meritve Stevilo povprecna standardni Fizrac Fup
meritev koncentracija odklon
(mg/100 g) (mg/100 g)
1.skupina 6 501,70 35,6
: 1,862 5,820
2. skupina 6 540,40 26,1

Ker je Fize manjsi od Fy,p, velja, da se metodi ne razlikujeta po natanc¢nosti.

Preglednica 25: Rezultati t-testa pri meritvah za 1. in 2. dan za B-sitosterol.

tiab tizrac pomen rezultata

2,23 Med skupinama meritev ni

1-2,15I
signifikatnih razlik.

Ko smo pri t-testu primerjali povpre¢ji obeh skupin meritev, je bilo razvidno, da je
izracunani t manjSi od tabelari¢nega, zato lahko reCemo, da med meritvami prvega in
meritvami drugega dne ni signifikatnih razlik. Zato smo izracunali skupno povprecje in ga
okarakterizirali kot obnovljivost metode s standardnim odklonom ter relativnim

standardnim odklonom, ki sta podana v preglednici 26.

Preglednica 26: Skupno povprecje, standardni odklon in relativni standardni odklon za

brasikasterol, kampesterol, B-sitosterol in stigmasterol.

standardni relativni
Stevilo povprecje (X) 5. standardni
sterol : odklon ( “H )
meritev (mg/100 g) odklon (RSD)
(mg/100 g) (%)
brasikasterol 12 18,54 0,9 49
kampesterol 12 177,50 11,2 6,6
[-sitosterol 12 521,05 36,5 6,9
stigmasterol 12 5,11 2,1 42.5
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4.1.2 Standardni dodatek (Recovery)

Pravilnost rezultata smo preverili tako, da smo analizirali naklju¢ni vzorec (oznaka V), ki
smo mu dodali to¢no znano koli¢ino vseh standardov sterolov v vzorec pripravljen za GC
analizo (oznaka VM) in pa isti vzorec, ki smo mu enako koli¢ino vseh standardov dodali
pred pripravo vzorca (oznaka VR). Vzorec z oznako VM je bil namenjen preverjanju
pravilnosti rezultata (recovery) na plinskem kromatografu, medtem ko je bil vzorec VR
namenjen preverjanju poteka celotne analize (priprave vzorca) in GC dolocitve. Rezultati

so podatni v preglednici 27.

Preglednica 27: Dolocene koncentracije posameznih sterolov v vzorcih V, VM in VR

(mg/100 g).

koncentracija sterolov (mg/100 g)
ime vzorca brasikasterol kampesterol stigmasterol B-sitosterol
A% 24,13 159,16 5,742 516,12
VM 43,96 175,90 79,74 581,34
VR 36,22 191,64 78,75 524,17

Preglednici 28 in 29 prikazujeta pravilnost dobljenih rezultatov pri standardenm dodatku,

zaradi lazjega razumevanja pa so tukaj podatki namesto v enotah mg/100 g, v enotah

mg/100 mL.

Preglednica 28: Pravilnost rezultatov, ¢e vzorcu dodamo standarde sterolov v vzorec pred

pripravo vzorca v mg/100 mL.

koncentracija sterolov (mg/100 mL)
ime vzorca brasikasterol kampesterol stigmasterol [-sitosterol
\Y 22,20 146,43 5,03 474,86
VR (prakti¢ni) 33,32 134,72 73,37 482,26
VR (teoreti¢ni) 38,87 149,77 86,24 491,53
pravilnost 85,72 89,95 85,08 98,11
rezultata (%)
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Kadar dodajamo standardni dodatek sterolov pred pripravo vzorca, preverjamo kako potek
priprave vzorca in GC analiza vplivata na vzorec. Rezultati iz preglednice 28 kaZejo, da
metoda pri dolocitvi brasikastrola daje za 14,28 % manjsi rezultat od pri¢akovanega, pri
kampesterolu pa za 10,05 % man;jsi rezultat od pri¢akovanega. Pri doloCitvi stigmasterola
daje metoda za 14,92 % manjsi rezultat od pricakovanega, pri B-sitosterolu pa le za 1,89 %

manjsi rezultat od pricakovanega.

Preglednica 29: Pravilnost rezultatov, ¢e vzorcu dodamo standarde sterolov po pripravi

vzorca v mg/100 mL.

koncentracija sterolov (mg/100 mL)
ime vzorca brasikasterol kampesterol stigmasterol [-sitosterol
\Y 22,20 146,43 5,03 474,86
VM (prakti¢ni) 40,45 161,84 95,12 534,86
VM (teoreticni) 38,87 149,77 86,24 491,53
pravilnost 104,06 108,06 110,30 108,82
rezultata (%)

Kadar dodajamo standardni dodatek sterolov po opravljeni pripravi vzorca, pravzaprav
preverjamo samo GC dolocitev. Rezultati preglednice 29 kazejo, da naprava GC pri
dolocitvi brasikasterola pokaze za 4,06 % vecji rezultat od teoreticnega, pri kampesterolu
pa za 8,06 % manjsi rezultat. Pri stigmasterolu pokaze naprava GC za 10,30 % manjsi

rezultat in pri B-sitosterolu za 8,82 % manjsi rezultat od teoreticnega.

4.1.3 Linearnost

Glede na obmocje dolocitve vzorcev smo izracunali koncentracije standardov, kjer se je
njihova koncentracija linearno povecevala. Tako smo dolocali, ali se tudi povrSina pikov
pri GC dolocitvi linearno povecuje. Rezultati so razvidni v preglednicah 30—34 in na slikah

9-13, kjer je jasno prikazana tudi enacba linearne premice in R* za posamezni standard.
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4.1.3.1 Betulin
V preglednici 30 in na sliki 9 so opisani ter prikazani rezultati meritev povrsin pikov na

GC pri razli¢nih koncentracijah standarda betulina za dolocitev linearnosti metode.

Preglednica 30: Rezultati meritev standardnih raztopin betulina za izracun linearnosti.

koncetracija betulina (g/L) povrsina pika na GC
0,058 159,4
0,077 205,7
0,103 293,8
0,138 394,7
0,183 5194
0,220 587,0

Linearnost za betulin

700 y=2719,7x + 6,8906

R?=0,9939

et

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Koncetracija betulina (g/L)

u
o
o

Povrsina pika
w £
Q Q
Q Q

200
‘/

Slika 9: Graf linearnosti za interni standard (betulin) z enacbo premice in korelacijskim
koeficientom R*.
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4.1.3.2 Brasikasterol
V preglednici 31 in na sliki 10 so opisani ter prikazani rezultati meritev povrsin pikov na

GC pri razli¢nih koncentracijah standarda brasikasterola za dolo¢itev linearnosti metode.

Preglednica 31: Rezultati meritev standardnih raztopin brasikasterola za izracun

linearnosti.
koncetracija brasikasterola (g/L) povrsina pika na GC
0,00154 1,9
0,00384 4.4
0,0096 13,2
0,024 35,3
0,06 88,3
0,15 273,9
Linearnost za brasikasterol
300
y = 1827,7x - 6,3452 /0
250 R2= 0,9943
, 200
2 150
=
2 100
é [
50
0 .//I T T T T T T 1
. 0,02 004 006 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Koncentracija brasikasterola (g/L)

Slika 10: Graf linearnosti za brasikasterol z enacbo premice in korelacijskim koeficientom

R2
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4.1.3.3 Kampesterol

V preglednici 32 in na sliki 11 so opisani ter prikazani rezultati meritev povrsin pikov na

GC pri razli¢nih koncentracijah standarda kampesterola za dolocitev linearnosti metode.

Preglednica 32: Rezultati meritev standardnih raztopin kampesterola za izracun linearnosti.

koncetracija kampesterola (g/L) povrsina pika na GC
0,00544 1555,9
0,0136 548,1
0,0384 2233
0,096 83,9
0,24 334
0,6 12,5
Linearnost za kampesterol
1800
1600 -—1v= 25288,5)( -19,057
1200 R2= 0,9977 /‘
< 1200
-
5 1000
;g 800
400
200 0/
0 r‘/ T T T T T T 1
200 0’1 0’7 0’2 ﬂ’d t"l"; ﬂrﬁ 0’7
Koncentracija kampesterola (g/L)

Slika 11: Graf linearnosti za kampesterol z enacbo premice in korelacijskim koeficientom

RZ
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4.1.3.4 Stigmasterol
V preglednici 33 in na sliki 12 so opisani ter prikazani rezultati meritev povrSin pikov na

GC pri razli¢nih koncentracijah standarda stigmasterola za dolocitev linearnosti metode.

Preglednica 33: Rezultati meritev standardnih raztopin stigmasterola za izracun linearnosti.

koncetracija stigmasterola (g/L) povrsina pika na GC
0,00307 3,8
0,00768 14,7
0,0192 35,8
0,048 96,8
0,12 2422
0,3 728,6

Linearnost za stlgmasterol
800
1 , 2
700 y=2381,9x- 3,831
600 +—— R%=0,9915
T
=
a 500
T
£ 400
4
& 300
2 3
200
100 /
0 T T T T T T 1
0] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Koncentracija stigmasterola {g/L)

Slika 12: Graf linearnosti za stigmasterol z enacbo premice in korelacijskim koeficientom
R’.
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4.1.3.5 B-sitosterol
V preglednici 34 in na sliki 13 so opisani ter prikazani rezultati meritev povrSin pikov na

GC pri razli¢nih koncentracijah standarda B-sitosterola za doloc€itev linearnosti metode.

Preglednica 34: Rezultati meritev standardnih raztopin B-sitosterola za izracun linearnosti.

koncetracija B-sitosterola (g/mL) povrsina pika na GC
0,0082 12,8
0,0205 34,1
0,0512 86,9
0,128 2358
0,32 586,1
0,8 1744,0

Linearnost za beta-sitosterol

2000

1800 y=2181x-32,731 P

1600 RZ= 0,9961
1400

200

ka

Sina pi

800
600 &

400
200 /

0 r‘/
-200

U

Povr

[REY

a1 0-4 O-& fall~]
T o0& o0 oG

Koncentracija beta-sitosterola {(g/L)

Slika 13: Graf linearnosti za B-sitosterol z enacbo premice in korelacijskim koeficientom
R%.

Ker nas zanima, ali je metoda linearna, lahko glede na vse grafe ( iz slik 9-13) vidimo, da
je R? vegji od 0,99, kar glede na podatke v literature pomeni, da je metoda za vse omenjene

sterole (brasikasterol, kampesterol, stigmasterol, B-sitosterol) linearna. Prav tako je metoda
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linearna tudi za interni standard-betulin, saj je R® ve&i od  0,99.
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4.1.4 Stabilnost (obstojnost dolo¢enih sterolov v hladilniku kot analizirani vzorec)

ODb dolocitvi stabilnosti analiziranih vzorcev v hladilniku pri 4 °C smo prisli do rezultatov,
ki so zapisani v preglednici 35 ter graficno prikazani na slikah 14—17. Za dolocitev ali je
analizirani sterol v hladilniku obstojen, smo uporabili kriterij, kjer smo upostevali
odstopanje za vrednost standardnega odklona. Od tistega dne ko je koncentracija odstopala
od prvega dne za vecjo vrednost kot je standardni odklon, smo dolocili, da koncentracija

tega sterola od tega dne v hladilniku ni ve¢ obstojna.

Preglednica 35: Obstojnost pripravljenih vzorcev rickovega olja v hladilniku.

Koncentracija sterolov (mg/ 100 g)
dan/sterol brasikasterol kampesterol stigmasterol [-sitosterol
1. dan 19,17 152,11 4,14 460,06
3. dan 22,29 163,92 4,22 463,22
5. dan 21,58 158,62 4,37 465,44
7. dan 21,48 158,25 4,03 464,97
12. dan 26,08 173,04 4,37 459,90
16. dan 27,63 187,90 4,49 489,67
19. dan 28,53 195,22 3,81 509,95
21. dan 23,77 172,82 3,74 551,15
30
= o ¢
2 25 *
o L 2
: e
% s 20 ¢
2215
:8 lé.ﬂ
S—=10
o
g 5
>
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Slika 14: Odvisnost koncentracije brasikasterola v pripravljenem vzorcu rickovega olja od
Casa hranjenja v hladilniku.

Koncentracija brasikasterola se med hranjenjem v hladilniku ne ohranja. Vedno je najbolje,
da se analiza na GC opravi takoj po pripravi vzorca (tako smo analizirali sterole tudi mi).
Pri spremljanju sterolov ugotovimo, da se koli¢ina brasikasterola rahlo povecuje. Temu bi
lahko bil vzrok, da topilo (5 % metanola v kloroformu) rahlo hlapi skozi pokrovéek na
vijalah — le-ta je gumijast (vijale, ki jih uporabimo direktno na GC). Druga moznost za
takSen rezultat je, da se v pripravljenih vzorcih pri¢ne dodatna razgradnja vezanih sterolov,
le-ti pa dajejo vecji rezultat na GC analizi. Glede na to, da je relativni standardni odklon pri
ponovljivosti metode za brasikasterol 4,9 %, nekatere meritve tudi odstopajo za vecjo
vrednost, kot je standardni odklon ponovljivosti, je, kot receno, analizo GC najbolje
opraviti takoj po pripravi vzorca, saj v sploSnem koncentracija brasikasterola v hladilniku

ni obstojna.

250

200 &

o

o

\.
L

=
o
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Koncentracija kampesterola
(mg/100g)

Dnevi

Slika 15: Odvisnost koncentracije kampesterola v pripravljenem vzorcu rickovega olja od
casa hranjenja v hladilniku.

Koncentracija kampesterola se med hranjenjem v hladilniku prvi teden zelo dobro ohranja,
saj so vse meritve v okviru relativnega standardnega odklona, in sicer 6,6 %. Po sedmem

dnevu pa se koncentracija zacne zopet malo povecevati in za to je verjetno podoben razlog
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kot pri brasikasterolu — hlapenje topila ali dodatna razgradnja vezanih sterolov. V
splosnem bi se kampesterol v hladilniku lahko hranil sedem dni brez nihanj koncentracije,
kasneje pa te koncentracije pri¢nejo odstopati od standardnega odklona. Vseeno je analizo

Se vedno najbolje opraviti takoj po opravljeni pripravi vzorca.
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Slika 16: Odvisnost koncentracije stigmasterola v pripravljenem vzorcu rickovega olja od
¢asa hranjenja v hladilniku.

Pri spremljanju koncentracije stigmasterola med hranjenjem v hladiniku je iz grafa na sliki
16 razvidno, da se koncentracija omenjenega sterola ne spreminja veliko, med vsemi 21.
dnevi se spreminja le v okviru relativnega standardnega odklona, to je 42,5 %. Zato lahko
trdimo, da se stigmasterol ohranja v hladilniku najmajn tri tedne, vendar pa je kljub vsemu

bolje narediti analizo GC takoj po pripravi vzorca za analizo.
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Slika 17: Odvisnost koncentracije B-sitosterola v pripravljenem vzorcu ri¢ckovega olja od
¢asa hranjenja v hladilniku.

Koncentracija B-sitosterola se med hranjenjem v hladilniku ne ohranja, saj vse meritve
odstopajo od meritve prvega dne in tudi od relativnega standardnega odklona izraCunanega
pri ponovljivosti (6,9 %). Zato moramo, kadar analiziramo [-sitosterol, analizo GC

opraviti vedno takoj po pripravi vzorca.

Skupni rezultati ohranjanja sterolov v hladilniku pomenijo, da lahko v hladilniku najman;
tri tedne hranimo le stigmasterol, en teden pa kampesterol, medtem ko brasikasterol ter -
sitosterol nista obstojna. Kadar delamo omenjene sterole, je analizo GC vedno najboljse

opraviti po pripravi vzorca.
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4.2 STEROLI V RICKOVEM OLJU

V preglednici 36 so zapisani vsi rezultati vzorcev vseh letnikov in drzav, ki so bili

analizirani.
Preglednica 36: Koncentracije sterolov v vzorcih rickovga olja.
koncentracija sterolov (mg/100 g)
Stevilka poreklo letnik brasika- kampe- stigma- B-sito-
vzorca sterol sterol sterol sterol
1 SLO 2007 19,44 144,00 1,73 391,00
2 SLO 2007 31,44 220,40 14,23 555,00
3 SLO 2007 25,00 177,36 4,05 549,72
4 SLO 2007 19,52 162,00 2,09 547,09
5 SLO 2007 18,70 134,75 5,35 391,02
6 SLO 2007 22,55 178,03 6,93 526,33
7 SLO 2007 21,43 145,50 4,49 489,82
8 SLO 2007 34,47 199,41 1,89 525,10
9 SLO 2007 29,16 176,20 11,81 452,35
10 SLO 2007 24,13 159,40 3,73 516,61
11 SLO 2008 19,20 138,02 3,98 405,00
12 SLO 2008 16,79 151,85 4,28 412,47
13 SLO 2008 15,88 135,78 5,05 409,12
14 SLO 2008 21,58 140,83 6,62 405,69
15 SLO 2008 22,60 187,66 3,73 552,80
16 SLO 2008 37,00 246,01 1,55 622,01
17 SLO 2008 27,73 168,58 2,09 409,65
18 SLO 2009 26,55 176,38 5,28 448,75
19 SLO 2009 16,10 140,30 3,86 420,29
20 SLO 2009 20,13 153,20 5,62 472,53
21 SLO 2009 32,27 311,90 9,90 476,21
22 SLO 2009 17,86 121,80 2,53 342,92
23 SLO 2009 17,77 140,01 1,60 422,07
24 SLO 2009 19,23 147,79 1,40 423,86
25 SLO 2009 23,22 122,23 5,00 324,09
26 A 2006 20,39 122,96 4,81 333,60
27 FIN 2006 23,61 152,43 4,48 434,97
28 USA 2007 21,16 155,97 20,81 388,52
29 GER 2008 25,80 175,23 9,36 471,04
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4.2.1 Primerjava slovenskih vzorcev z vzorci drugih drzav
Iz preglednice 37 je razvidno, da zelo velikih razlik med vzorci po drzavah ni opaziti.
Najvecja razlika je v koncentraciji stigmasterola v vzorcu iz Zdruzenih drzav Amerike v

primerjavi z drugimi drzavami.

Preglednica 37: Koncentracije sterolov v vzorcih rickovega olja drugih drzav v primerjavi

s povprecjem slovenskih.

koncentracija sterolov (mg/100 g)
Stevilka | poreklo | letnik | brasika- | kampe- stigma- [-sito-
vzorca sterol sterol sterol sterol
26 A 2006 20,39 122,96 4,81 333,60
27 FIN 2006 23,61 152,43 4,48 434,97
28 USA 2007 21,16 155,97 20,81 388,52
29 GER 2008 25,80 175,23 9,36 471,04
1-25 SLO 2007,
2008, 23,13 165,03 5,46 452,40
2009
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4.2.2 Primerjava slovenskih vzorcev po letniku za brasikasterol

Rezultati v preglednici 38 in rezultati F-testa (preglednica 39) kaZejo, da imata letnika
2007 in 2008 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni VECji 0d Fizaz, To pomeni, da
se skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natancnosti. Ko
uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tizaz
manjsi 0d tioreticnega. Zato lahko recemo, da je koli€ina brasikasterola v letih 2007 in 2008

primerljiva brez ve¢jih razlik.

Preglednica 38 : Primerjava slovenskih vzorcev po letniku za brasikasterol

(letnik 2007, 2008, 2009).

LETNIK n X + Sy min max
(mg/100 g) | (mg/100 g) | (mg/100 g) (mg/100 g)

2007 10 24,92 5,4 18,70 34,47
2008 7 23,74 7,4 15,88 37,00
2009 8 22,15 5,4 16,10 32,27

Preglednica 39: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2008 (brasikasterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizaé

4,761 0,549 2,13 0,52

Rezultati v preglednici 38 in rezultati F-testa (preglednica 40) kaZzejo, da imata letnika
2007 in 2009 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni VECji 0d Fizaz, To pomeni, da
se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natanc¢nosti. Ko
uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tizaz
manjSi 0d tioretienega- Zato lahko reCemo, da je kolicina brasikasterola v letih 2007 in 2009

primerljiva brez ve¢jih razlik.
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Preglednica 40: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2009 (brasikasterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizaé

4,295 0,996 2,12 1,14

V sploSnem se slovenski vzorci rickovega olja v letih 2007, 2008 in 2009 med seboj ne

razlikujejo po koli¢ini brasikasterola, kar sta pokazala F-test in t-test.

Rezultati v preglednici 38 in rezultati F-testa (preglednica 41) kaZejo, da imata letnika
2008 in 2009 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni V€Cji 0d Fizaz. To pomeni, da
se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natan¢nosti. Ko
uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tisrac
manjSi 0d tieoreticnega- Zato lahko reCemo, da je kolicina brasikasterola v letih 2008 in 2009

primerljiva brez vecjih razlik.

Preglednica 41: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2008 in 2009 (brasikasterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizaé

4,529 1,822 2,16 0,40

4.2.3 Primerjava slovenskih vzorcev po letniku za kampesterol

Rezultati v preglednici 42 in rezultati F-testa (preglednica 43) kaZejo, da imata letnika
2007 in 2008 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni Ve€ji 0d Fizrae. To pomeni, da
se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natanc¢nosti. Ko
uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tizazu
manjSi od tioreticnega- Zato lahko reCemo, da je koli¢ina kampesterola v letth 2007 in 2008

primerljiva brez vecjih razlik.
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Preglednica 42: Primerjava slovenskih vzorcev po letniku za kampesterol

(letnik 2007,2008, 2009).

LETNIK n X + Sy min max
(mg/100 g) | (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
2007 10 171,02 26,4 134,75 220,40
2008 7 172,28 39,6 135,78 246,01
2009 8 174,73 62,2 121,80 311,90
Preglednica 43: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2008 (kampesterol).
Fieoretieni Fizrac tieoreticni tizac
4,761 0,444 2,13 0,17

Rezultati (preglednica 42) in rezultati F-testa (preglednica 44) kazejo, da imata letnika
2007 in 2009 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni V€Cji 0d Fizrae. To pomeni, da
se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natan¢nosti. Ko
uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tisrac
manjSi od tioreticnega- Zato lahko reCemo, da je koli¢ina kampesterola v letth 2007 in 2009

primerljiva brez vecjih razlik.

Preglednica 44: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2009 (kampesterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizraé

4,295 0,180 2,12 0,25

Rezultati v preglednici 42 in rezultati F-testa (preglednica 45) kaZejo, da imata letnika
2008 in 2009 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni V€Cji 0d Fizaz. To pomeni, da
se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natan¢nosti. Ko
uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tisra¢
manjSi od ticoreticnega. Zato lahko re€emo, da je koli¢ina kampesterola v letih 2008 in 2009

primerljiva brez vecjih razlik.
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Preglednica 45: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2008 in 2009 (kampesterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizraé

4,529 0,405 2,16 0,10

V sploSnem se slovenski vzorci rickovega olja v letih 2007, 2008 in 2009 med seboj ne

razlikujejo po koli¢ini kampesterola, kar sta pokazala F-test in t-test.

4.2.4 Primerjava slovenskih vzorcev po letniku za stigmasterol

Rezultati v preglednici 46 in rezultati F-testa (preglednica 47) kazejo, da imata letnika
2007 in 2008 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni manjsi od Fizme. To poment,
da se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) v tem primeru razlikujeta po
natanc¢nosti. Ko primerjamo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih
razlik, saj je tixas mManjSi od tioretienega- Zato lahko re€emo, da je kolicina stigmasterola v

letih 2007 in 2008 primerljiva brez ve¢jih razlik.

Preglednica 46: Primerjava slovenskih vzorcev po letniku za stigmasterol

(letnik 2007,2008, 2009).

LETNIK n X + Sy min max
(mg/100 g) | (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
2007 10 6,02 4,3 1,73 14,23
2008 7 3,94 1,7 1,55 6,62
2009 8 5,19 2,3 2,53 9,90
Preglednica 47: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2008 (stigmasterol).
Fieoreticni Fizrac treoreticni tizac
4,761 6,137 2,13 1,01

Rezultati v preglednici 46 in rezultati F-testa (preglednica 48) kazejo, da imata letnika
2007 in 2009 primerljiva standardna odklona in je Fieoreticni Ve€ji 0d Fi e, To pomeni, da se
obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natancnosti. Ko

uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tizac
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manjSi od ticoreticnega. Zato lahko re€emo, da je koli¢ina stigmasterola v letih 2007 in 2009

primerljiva brez vecjih razlik.

Preglednica 48: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2009 (stigmasterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizraé

4,295 3,521 2,12 0,41

Rezultati v preglednica 46 in rezultati F-testa (preglednica 49) kazejo, da imata letnika
2008 in 2009 primerljiva standardna odklona in je Fieoreticni V€€ji 0d Fizag. To pomeni, da se
obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natancnosti. Ko
uporabimo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tisrac
manjSi od ticoreticnega. Zato lahko re€emo, da je koliina stigmasterola v letih 2008 in 2009

primerljiva brez vecjih razlik.

Preglednica 49: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2008 in 2009 (stigmasterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizraé

V splosnem se slovenski vzorci riCkovega olja v letih 2007, 2008 in 2009 med seboj ne
razlikujejo po koli¢ini stigmasterola, kar sta pokazala F-test in t-test, kjub temu da se je

pokazala razlika v standardnih odklonih pri primerjavi letnikov 2007 in 2008.

4.2.5 Primerjava Slovenskih vzorcev po letniku za f-sitosterol

Rezultati v preglednici 50 in rezultati F-testa (preglednica 51) kazejo, da imata letnika
2007 in 2008 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni manjsi od Fi,,e. To poment,
da se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) v tem primeru razlikujeta po
natan¢nosti. Ko primerjamo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih
razlik, saj je tizas Manjsi od tioreticnega. Zato lahko re¢emo, da je koli¢ina B-sitosterola v letih

2007 in 2008 primerljiva brez vecjih razlik.
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Preglednica 50: Primerjava slovenskih vzorcev po letniku za B-sitosterol
(letnik 2007,2008, 2009).
LETNIK n X + Sy min max
(mg/100 g) | (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
2007 10 490,84 62,5 391,00 555,00
2008 7 471,52 89,6 405,00 622,01
2009 8 413,10 55,8 324,09 476,21
Preglednica 51: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2008 (B-sitosterol).
Fieoreticni Fizrac treoreticni tizrac
4,761 0,486 2,13 0,95

Rezultati v preglednici 50 in rezultati F-testa (preglednica 52) kaZejo, da imata letnika
2007 in 2009 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni V€Cji 0d Fizaz. To pomeni, da
se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natan¢nosti. Ko
primerjamo t-test, pa lahko ugotovimo, da so med letnikoma signifikatne razlike, saj je tizrac
ve€ji 0d tioreticnega. Zato lahko recemo, da koliCina B-sitosterola v letih 2007 in 2009 ni

primerljiva, saj so vecje razlike.

Preglednica 52: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2007 in 2009 (B-sitosterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoreticni tizrag

4,295 1,254 2,12 2,76

Rezultati v preglednici 50 in rezultati F-testa (preglednica 53) kazejo, da imata letnika
2008 in 2009 primerljiva standardna odklona in da je Fieoreticni ve€ji 0d Fizrae. To pomeni, da
se obe skupini meritev (ki se razlikujeta po letniku) ne razlikujeta po natancnosti. Ko
primerjamo t-test, pa lahko ugotovimo, da med letnikoma ni signifikatnih razlik, saj je tizaz
man;j$i od tioreticnega. Zato lahko re€emo, da je koli€ina B-sitosterola v letih 2008 in 2009

primerljiva brez vecjih razlik.
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Preglednica 53: Rezultati t-testa in F-testa za letnik 2008 in 2009 (B-sitosterol).

Fteoretiéni Fizraé tteoretiéni tizra(“:

4,529 2,581 2,16 1,14

V splosnem se slovenski vzorci rickovega olja v letih 2007, 2008 in 2009 med seboj ne
razlikujejo po koli¢ini B-sitosterola, kar sta pokazala F-test in t-test, kjub temu da se je
pokazala razlika v rezultatih pri letniku 2007 in 2009, kjer so signifikantne razlike v

koli¢ini.
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4.3 VREMENSKI PODATKI ZA LETA 2007, 2008 IN 2009

Da bi preverili, ali temperatura, vlaga in koli¢ina padavin vplivajo na koli¢ino sterolov,

smo za leta, v katerih smo uporabili seme navadnega ricka, pridobili tudi vremenske

podatke, ki jih je prispevala Drzavna meteroloska sluzba Republike Slovenije. Upostevali

smo vreme v mesecih od marca do avgusta, saj so v tem Casu pridelovalci vzorcev olja

sejali in zeli navadni ricek. Podatki za leto 2007 so zbrani v preglednici 54, 2008 v

preglednici 55 in za leto 2009 v preglednici 56.

Preglednica 54: Podatki o vremenu za leto 2007 (postaja: Smartno pri Slovenj Gradcu),

(ARSO, 2012).
mesec/parameter povprecna povprecna koli¢ina padavin (mm)
temperatura (°C) relativna vlaga (%)

marec 5,5 77 133,3

april 11,1 70 9.4

maj 15,2 73 113
junij 19 73 130,7

juljj 19,6 67 172

avgust 17,8 79 240
SKUPAJ 14,70 +5,5 73,17 + 4,4 798,4
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Preglednica 55: Podatki o vremenu za leto 2008 (postaja: Smartno pri Slovenj Gradcu),

(ARSO, 2012).

mesec/parameter povprecna povprecna koli¢ina padavin (mm)
temperatura (°C) relativna vlaga (%)
marec 39 79 109,6
april 8,8 72 72
maj 14,8 69 93,8
junij 18,5 76 180,4
julij 19 75 163
avgust 18,3 78 128,1
SKUPAJ 13,88 + 6,2 74,83 + 3.8 746,9

Preglednica 56: Podatki o vremenu za leto 2009 (postaja: Smartno pri Slovenj Gradcu),

(ARSO, 2012).

mesec/parameter povprecna ovprecna koli¢ina padavin (mm)
temperatura (°C) relativna vlaga (%)

marec 4,7 70 89,4

april 11,1 74 59,1

maj 15,7 70 73,8
junij 16,8 74 224 .4
julij 19,3 74 129,4
avgust 19.4 76 130,5
SKUPAJ 14,50 + 5,7 73,00 + 2,4 706,5
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Preglednica 57: Povpreéni vremenski podatki za leta 2007, 2008, 2009 (postaja: Smartno
pri Slovenj Gradcu), (ARSO, 2012).

leto povprecna povprecna skupna koli¢ina padavin
temperatura (°C) relativna vlaga (%) (mm)
2007 14,70 + 5,5 73,17+ 4,4 798.,4
2008 13,88 + 6,2 74,83 + 3,8 746,9
2009 14,50 + 5,7 73,00 + 2.4 706,5

Iz preglednice 57 je razvidno, da tudi v povprecni temperaturi, povprecni relativni vlagi in
skupni koli¢ini padavin ni velikih razlik (preglednice 54, 55 in 56). Tako je mogoce reci,
da vreme vpliva na koli¢ino sterolov, saj med analiziranimi vzorci ni signifikantnih razlik
po letnikih, kakor tudi ni razlik v povpre¢ni temperaturi, povprecni relativni vlagi in skupni

kolic¢ini padavin v letih 2007, 2008 in 2009.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Camelina sativa (L.) Crantz ali navadni ri¢ek je v Sloveniji ¢ med manj poznanimi
poljs¢inami, ki jih uporabljamo za olje. Olje je zelo koristno, ker vsebuje visok odstotek
omega-3 mascobnih kislin (Hrastar, 2011), vsebuje veliko tokoferolov (Bavec, 2001; Zubr
in Matthaus, 2002), olje je bogato s fenoli, ki imajo antioksidativno ucinkovitost (Terpinc
in sod., 2012; Abramovi€ in sod., 2007), antioksidativno u¢inkovitost pa ima tudi vitamin
E, ki ga prav tako lahko najdemo v rickovem olju (Hrastar, 2011). Poleg vsega navedenega
je olje navadnega ricka zelo bogato tudi s steroli (Schwartz in sod., 2008). Zaradi vseh
pozitivnih u¢inkov sestavin rickovega olja, bi ga lahko uvrstili tudi med funkcionalna

zivila.

Fitosteroli so sestavni del rastlinskih zivil, kjer se nahajajo v ve¢ oblikah. Steroli pa so
pomembni predvsem iz zdravstvenega vidika, saj vplivajo na nizanje koncentracije LDL
holesterola pri ljudeh (Moghadasian in Frolich, 1999). Poleg tega so v raslinah najbolj
pogosti steroli: B-sitosterol, kampesterol, stigmasterol (Lagarda in Garcia-Llates, 20006), te
sterole smo tudi mi doloc¢ali v rickovem olju. Poleg zgoraj navedenih sterolov smo se
dodatno odlocili za analizo brasikasterola, ki je znacilen za druzino kriznic, kamor spada

navadni ricek.

Namen nase raziskave je bil najprej izbrati primerno metodo za dolo¢anje sterolov in jo
validirati. Za dolocanje sterolov smo izbrali ekstrakcijo na trdnem nosilcu za izolacijo in
CiSenje sterolov iz vzorcev ter plinsko kromatografijo za njihovo kvalitativno in
kvantitativno dolocitev.. Tudi Abidi (2001) navaja plinsko kromatografijo kot najbolj

analiticno natan¢no in obcutljivo metodo v primerjavi z drugimi.

Rezultati validacije so pokazali, da je metoda primerna za doloCitev sterolov, saj je
specifi¢na in selektivna ter ponovljiva in obnovljiva (z relativnim standardnim odklonom
pri brasikasterolu 4,9 %, pri kampesterolu 6,6 %, pri p-sitosterolu 6,9 % in pri

stigmasterolu 42,5 %). Metoda je validirana tudi za pravilnost rezultata (recovery), kjer
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rezultati kazejo, da so vrednosti med 85,72 in 98,11 %. Poleg navedenega je metoda
linearna (za betulin (interni standard) v obmocju 0,058-0,220 g/L; za brasikasterol v
obmocju 0,00154-0,15 g/L,; za kampesterol v obmocju 0,00544—0,6 g/L; za stigmasterol v
obmoc¢ju 0,00307-0,3 g/L in za B-sitosterol v obmocju 0,0082-0,8 g/L; s povprecnim
korelacijskim koeficientom ve¢ kot 0,99 pri vseh dolocanih sterolih). Stabilnost
pripravljenih vzorcev se je pokazala z rezultati, saj so koncentracije sterolov v vzorcih (le-
ti so Ze pripravljeni za analizo z umiljenjem in ekstrakcijo na trdnem nosilcu) na 4 °C
neobstojne, ker se koncentracija brasikasterola in B-sitosterola spreminjata, medtem ko se
koncentracija kampesterola v pripravljenjem vzorcu ohrani 7 dni, koncentracija

stigmasterola pa 21 dni. Kljub vsemu se priporoc¢a analiza na GC takoj po pripravi vzorca.

Ko smo metodo uspesno validirali, smo lahko priceli z analizo sterolov v rickovem olju.
Dolocali smo koncentracijo sterolov treh zaporednih let v vzorcih slovenskega rickovega
olja in v $tirth vzorcih olja iz drugih drzav. Ugotovili smo, da med slovenskimi vzorci ni
signifikantnih razlik, prav tako ni signifikantnih razlik, kadar primerjamo slovenske vzorce
z vzorci iz Finske, Avstrije, Nemcije in ZdruZenih drzav Amerike. Ko smo dolocali
koncentracijo brasikasterola v slovenskih vzorcih, je bila povpre¢na vrednost 23,12 mg/
100 g, kar je primerljivo z rezultati raziskave Schwartz in sod. (2008), v njihovih vzorcih je
bila koncentracija brasikasterola 27 mg/100 g. Povpre¢na koncentracija kampesterola v
slovenskih vzorcih je bila 165,03 mg/100 g, medtem ko so Schwartz in sod. (2008) v
njihovih vzorcih dolocili, da je bila koncentracija kampesterola 117 mg/100 g.
Koncentracija stigmasterola v slovenskih vzorcih je bila 5,46 mg/100 g, Schwartz in sod.
(2008) pa so v raziskavi dolocili, da je bila koncentracija stigmasterola 5,6 mg/100 g.
Najvecji delez sterolov v nasi razsikavi pa v riCkovem olju predstavlja B-sitosterol, in sicer
452,40 mg/100 g, v raziskavi Schwartz in sod. (2008) je bila koncentracija B-sitosterola v
rickovem olju 300 mg/100 g. Vsi doloceni steroli v nasi raziskavi so primerljivi z rezultati
raziskave avtorjev Schwartz in sod. (2008), kjer lahko prav tako opazimo, da imajo vecjo
koncentracijo brasikasterola le Se olje oljne ogricice (72,4 mg/100 g) in margarine (ni
navedeno iz katereha rastlinskega olja je proizvedena) (29,3 mg/100 g), vsa ostala olja
imajo to koncentracijo nizjo. Olje oljne ogrs¢ice (297,5 mg/100 g), koruzno olje (171
mg/100 g) in olje pSeni¢nih kal¢kov (969 mg/100 g) imajo vecjo vsebnost koncentracije

kampesterola. Ko primerjamo koncentracijo stigmasterola v rickovem olju z drugimi olji,
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lahko s pomocjo raziskave Schwartz in sod. (2008) ugotovimo, da ima kar nekaj olj vecjo
vsebnost tega sterola, in sicer son¢nicno olje (28 mg/100 g), koruzno olje (48 mg/100 g),
sezamovo olje (36 mg/100 g), laneno olje (35 mg/100 g) in mast za cvrtje (ni navedeno iz
katerega rastlinskega olja je proizvedena) (6,0 mg/100 g). Kljub vsemu je bilo od vseh
sterolov stigmasterola v nasi raziskavi najmanj, tudi sicer njegove koncentracije v oljih
niso visoke. Ko primerjamo B-sitosterol, lahko ugotovimo, da ima olje pSeni¢nih kal¢kov
izjemno odstopajo¢o koncentracijo v primerjavi z drugimi (2510 mg/100 g), vecjo
koncentracijo ima le Se koruzno olje (515 mg/100 g). Glede na primerjavo z drugimi olji

lahko recemo, da ima ri¢kovo olje zelo visoko vsebnost sterolov.

V zadnjem delu raziskave nas je zanimalo, ali bi lahko podnebne razmere vplivale na
koli¢ino sterolov v ri¢kovem olju slovenskega porekla. Zal tega rezultata nismo mogli
jasno dolociti, saj med vzorci slovenskega olja treh zaporednih let ni bilo signifikantnih
razlik. Prav tako ni bilo signifikantnih razlik v vremenskih razmerah (povprecna
temperatura, povprecna relativna vlaga in koli¢ina padavin v ¢asu rastne dobe navadnega
ricka, to je od marca do avgusta). Tako ne moremo reci, da vreme vpliva na koncentracijo

sterolov v rickovem olju, niti da vreme ne vpliva na koncentracijo.
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5.2 SKLEPI

e Kot smo pri¢akovali, je metoda plinske kromatografije primerna ob predhodni
uporabi umiljenja vzorca in ekstrakcije na trdnem nosilcu, saj je bila validacija

metode primerna glede na vsa priporocila. S tem smo hipotezo potrdili.

e V splosnem se koncetracije brasikasterola, kampesterola, stigmasterola in [3-
sitosterola ne razlikujejo glede na to ali so vzorci slovenskega porekla ali so iz
drugih drzavah (Finska, Avstrija, Nem¢ija, ZdruZene drzave Amerike). Posledi¢no

je ta hipoteza zavrzena.

e Nasa hipoteza je bila, da se vzorci slovenskega rickovega olja med seboj ne
razlikujejo in to hipotezo smo tudi potrdili. Rezultati so pokazali, da slovenski
vzorci povprecno vsebujejo 23,13 mg/100 g brasikasterola, 165,03 mg/100 g
kampesterola, 5,46 mg/100 g stigmasterola in 452,40 mg/100 g B-sitosterola.

e Nismo pa mogli niti potrditi niti ovre¢i hipoteze ali podnebne razmere vplivajo na
koncentracijo sterolov v rickovem olju, saj med rezultati v vzorcih treh zaporednih
let ni bilo signifikantnih razlik. Prav tako ni bilo razlike v podnebnih razmerah v
letih 2007—2009. Posledi¢no ne moremo reci, da vreme vpliva in niti da ne vpliva

na koncentracijo sterolov.
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6 POVZETEK

V okviru magistrske naloge smo se glede na teoreticno raziskavo obstoje¢ih metod za
dolo¢anje sterolov odloc€ili za metodo CiScenja vzorca z ekstrakcijo na trdnem nosilcu
(SPE) s predhodnim umiljenjem vzorca in kvalitativno ter kvantitativno dolocitev s plinsko
kromatografijo (GC). Prav tako smo se odlocili, da bomo izmed vseh sterolov dolocali
najbolj pogoste (B-sitosterol, kampesterol in stigmasterol) in sterol, ki je specifi¢en za

kriznice, to je brasikasterol.

Najprej smo izvedli optimizacijo analiznega postopka. Pri tem smo opravili validacijo
analiznega postopka, kjer smo dolo¢ili:

e specifi¢nost in selektivnost;

e ponovljivost in obnovljivost (z relativnim standardnim odklonom pri brasikasterolu
4,9 %, pri kampesterolu 6,6 %, pri B-sitosterolu 6,9 % in pri stigmasterolu 42,5 %);

e standardni dodatek (recovery, kjer rezultati kazejo, da so vrednosti med 85,72 in
98,11 %);

e linearnost (metoda je linearna za betulin (interni standard) v obmo¢ju 0,058-0,220
g/L, za brasikasterol v obmocju 0,00154-0,15 g/L, za kampesterol v obmocju
0,00544-0,6 g/L, za stigmasterol v obmocju 0,00307-0,3 g/L in za B-sitosterol v
obmocju 0,0082—0,8 g/L, s povprecnim korelacijskim koeficientom vec¢ kot 0,99 pri
vseh dolocenih sterolih),

e stabilnost (rezultati kazejo, da so koncentracije sterolov v vzorcih (le-ti so ze
pripravljeni za analizo z umiljenjem in ekstrakcijo na trdnem nosilcu) na 4 °C
neobstojne, saj se koncentracija brasikasterola in -sitosterola spreminjata, medtem
ko se koncentracija kampesterola v pripravljenjem vzorcu za GC ohrani 7 dni,
koncentracija stigmasterola pa se ohrani 21 dni).

Ugotovili smo, da je metoda po vseh priporo€ilih primerna glede validacije, to pa je
pomenilo, da smo lahko priceli z analizo vzorcev. Pri validaciji metode so bili rezultati
zelo dobri, razen pri stabilnosti vzorcev v hladilniku pri 4 °C. Kar posledi¢no pomeni, da je

potrebno GC-analizo vzorca narediti vedno takoj po pripravi vzorca s SPE.
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Zatem smo doloc¢ili vsebnost B-sitosterola, kampesterola, stigmasterola in brasikasterola v
29-ih vzorcih. Od teh vzorcev so 4 vzorci prineSeni iz tujih drZav, in sicer s Finske
(brasikasterol (23,61 mg/100g), kampesterol (152,43 mg/100g), stigmasterol
(4,48 mg/100g)  in B-sitosterol (434,97 mg/100g)), iz  Avstrije (brasikasterol
(20,39 mg/100g), kampesterol (122,96 mg/100g), stigmasterol (4,81 mg/100g) in -
sitosterola (333,60 mg/100g), Nemcije (brasikasterol (25,80 mg/100g), kampesterol
(175,23 mg/100g), stigmasterol (9,36 mg/100g) in B-sitosterola (471,04 mg/100g) in iz
Zdruzenih drzav Amerike (brasikasterol (21,16 mg/100g), kampesterol (155,97 mg/100g),
stigmasterol (20,81 mg/100g) in B-sitosterola (388,52 mg/100g). Ostalih 25 vzorecv je bilo
slovenskega izvora (iz Koroske) in se delijo po letnikih (letnik 2007, 2008, 2009). V
slovenskih vzorcih smo dolocili, da je koncentracija brasikasterola (23,13 mg/100g),
kampesterola (165,03 mg/100g), stigmasterola (5,46 mg/100g) in B-
sitosterola (452,40 mg/100g). Glede na letnik smo Zeleli ugotoviti, ali viemenske razmere
vplivajo na koli¢ino sterolov v navadnem ri¢ku in posledicno v rickovem olju. Ker so
rezultati analize vzorcev pokazali, da med letniki vzorcev olja ni signifikatnih razlik,
posledi¢no tudi pri vremenskih razmerah ni bilo signifikatnih razlik, zato tezko sklepamo,
ali imajo lahko vremenske razmere kakSen vpliv na koli¢ino sterolov v rickovem olju. V
primeru, da bi med vzorci bila razlika v koli¢ini sterolov po letniku in pri vremenskih
razmerah ne bi bilo signifikantnih razlik, bi lahko sklenili, da vreme ne vpliva
na koli¢ino sterolov v olju ali obratno. Prav tako pa smo iz rezultatov analize ugotovili, da
ni signifikatnih razlik med vzorci rickovega olja slovenskega izvora in vzorci s Finske, iz
Avstije, Nemcije in Zdruzenih drzav Amerike.

Glede na koli¢ino sterolov v drugih oljih v raziskavi Schwartz in sod. (2008), bi lahko

uvrstili rickovo olje med olja, ki imajo vecjo vsebnost sterolov.
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