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POVZETEK

V raziskavi smo preucevali antioksidativno sposobnost hladno stiskanih olj¢nih olj, letnik 2023, v
primerjavi z antioksidativno sposobnostjo hladno stiskanih olj grozdnih pesk, letnik 2023 in ugotovili,
da imajo olja grozdnih peSk za 30 % vi§jo antioksidativno u¢inkovitost, dolo¢eno s pomo¢jo DPPH
radikala. Najvi§jo izmerjeno antioksidativno ucinkovit je imela snov, ki smo jo uporabili kot standard,
to je resveratrol (80 %), fenol, ki ga je najve¢ v kozici grozdnih jagod. S pomoc¢jo F-C metode smo
dolo¢ili vrednost skupnih fenolnih spojin v oljih grozdnih pesk. Te so se gibale 0,115 mg/g—0,340 mg/g
olja. Korelacijski faktorji med sposobnostjo inhibicije radikala DPPH in skupno vrednostjo polifenolov
v oljih so bili 0,74-0,90, kar pomeni (zelo) tesno povezanost obeh preucevanih dejavnikov. V oljih
grozdnih pesk smo dolo¢ili tudi vrednosti kislinskih $tevil, ki so se gibala od 0,20 % do 0,49 %.
Korelacijski faktor med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in kislinskim §tevilom je bil ponovno visok,
0,82, kar kaze na visoko stopnjo povezanosti. Trigliceridi, kjer so vezane mas¢obne kisline, so v veliki
meri ostali stabilni in v letu dni (starost preuc¢evanih olj) ni pri§lo do njihove hidrolize ali oksidacije, kar
nakazuje visoko kakovost preucevanih olj.

Kljuéne besede: hladno stiskana olja grozdnih pesk, antioksidativni potencial, skupni fenoli, kislinsko
Stevilo.

ABSTRACT

In the study, the antioxidant capacity of cold-pressed olive oils from the 2023 harvest was compared to
the antioxidant capacity of cold-pressed grape seed oils from the same year. It was found that grape seed
oils exhibited 30% higher antioxidant efficiency, as determined by the DPPH radical assay. The highest
measured antioxidant activity was observed in the compound used as the standard, resveratrol (80%), a
phenol predominantly found in grape skins. The total phenolic content in grape seed oils was determined
using the Folin-Ciocalteu (F-C) method, with values ranging from 0.115 mg/g to 0.340 mg/g of oil.
Correlation coefficients between DPPH radical scavenging ability and total polyphenol content in the
oils ranged from 0.74 to 0.90, indicating a (very) strong relationship between these two factors.
Additionally, acid values in grape seed oils were measured, ranging from 0.20% to 0.49%. The
correlation coefficient between total phenolic content and acid value was also high (0.82), demonstrating
a strong connection between these parameters. Triglycerides, which bind fatty acids, remained largely
stable, with no hydrolysis or oxidation occurring within one year (the age of the analysed oils), indicating

the high quality of the studied oils.

Keywords: cold-pressed grape seed oils, antioxidant potential, total phenols, acid value.



1 UvOD

Danes gojijo grozdje na skoraj vseh celinah, izjema je Antarktika. Trcek (2022) poroca, da
vinogradi predstavljajo 7.000.000 ha povrSine Zemlje, kjer raste ve¢ kot 1.000 sort grozdja in
vse izvirajo iz navadne vinske trte Vitis vinifera L., ki izhaja iz sredozemske regije. Vsaka sorta
grozdja vsebuje hranilne in bioaktivne spojine, ki so prisotne v soku ali trdnih delih grozdja.
Ceprav je grozdje med najbolj priljubljenim sadjem na svetu, se 60 % le-tega ne poje kot sadje,
ampak uporabi za proizvodnjo vina (Trcek, 2022). Pri tem se ustvarjajo velike kolicine
odpadkov, kot so grozdna semena, koze, celuloza in drugi ostanki, z eno besedo — tropine. 1z
tropin se pri nas ponekod prideluje destilat, t.i. tropinovec in vinska kislina. Tropine se lahko
dodajo tudi h krmi zivali, v veliki ve€ini pa Se vedno ostajajo kot bioloski odpadek po stiskanju

vina.

Od grozdnih preostankov imajo semena grozdnih pesk najvecji potencial za proizvodnjo t.i.
grozdnih olj; kozice grozdnih jagod vsebujejo veliko polifenolih spojin, ki so prav tako

zanimive z zdravstvenega vidika.

V raziskovalni nalogi se bomo posvetili olju grozdnih pesk. Olje grozdnih pesk (v nadaljevanju
OGP) se tradicionalno pridobiva s hladnim stiskanjem, vendar so v literaturi opisane tudi druge

tehnike, kot je ekstrakcija z uporabo organskih topil (petroleter in h

eksan) in Soxhletovega aparata, tekocCinska ekstrakcija pod znizanim tlakom, superkriticna
ekstrakcija s CO-, ultrazvo€no podprta ekstrakcija z uporabo nepolarnih topil (Rombaut s sod.,
2015; Freitas s sod., 2013). Vse naStete metode so ucinkovite, vendar ne enako stroSkovno ali
okoljsko sprejemljive. Organska topila je tezko povsem odstraniti iz kon¢nega produkta,
superkriti¢na ekstrakcija ima visoke zagonske stroske, hladno stiskanje pa manjsi izkoristek
(Leonard s sod., 2024). Vendar slednje prevladuje v vsakdanji praksi, zato se bomo osredoto¢ili
predvsem na OGP, pridobljena na ta na¢in. Zanimali so nas vzorci olj s podro¢ja nase bliznje
okolice (Podravje). Primerjali jih bomo s hladno stiskanim olj¢nim oljem (ang. extra virgin oil).
Primerjava bo obsegala antioksidativno uc¢inkovitost obeh olj, ki v veliki meri pogojuje tudi
njihovo (priporoceno) uporabo. OGP pa bomo preucili tudi z vidika vsebnosti skupnih fenolnih

spojin in nevtralizacijskega ali kislinskega Stevila.



1.1 Opis problema

Grozdne jagode predstavljajo velik vir polifenolov. Njihova vsebnost je pogojena s sorto
grozdja, hkrati pa nanje vpliva lega in klimatske razmere v vinogradu, njena starost itd. Rdece
sorte vsebujejo v povprecju okoli 2000 mg/L polifenolnih spojin (v razponu 500-3500 mg/L),
medtem ko bele povpre¢no okrog 200 mg/L polifenolnih spojin (Tréek, 2022). Vendar v to niso

vstete bioaktivne spojine v grozdnih peskah.

Namen naloge je analizirati antioksidativno u¢inkovitost OGP lokalnih vinarjev v primerjavi s
Cistim resveratrolom in hladno stiskanim oljénim oljem. Ker smo na osnovi prebrane literature
sklepali, da so spojine odgovorne za antioksidativno delovanje iz skupine fenolov, nameravamo
dolo¢iti tudi skupno vsebnost fenolnih spojin v oljih grozdnih pesk ter oceniti njihovo kakovost

z vidika prostih mascobnih kislin (dolocitev kislinskega Stevila).
Raziskave antioksidativne u¢inkovitosti OGP so pomembne iz ve¢ razlogov. Ti zajemajo:

1. Zdravje. Antioksidanti pomagajo zmanjSati oksidativni stres, ki ga povzrocajo prosti
radikali in posledicno zmanjsati tveganja za sréno-Zilne bolezni, rak, diabetes in
nevrodegenerativne bolezni kot je Alzheimerjeva bolezen (Kopa¢, 2016).

2. Daljsa obstojnost Zivil. Olj¢no olje in olje grozdnih pesk, bogato z antioksidanti,
pomaga upocasniti proces oksidacije mascob, kar izboljSa stabilnost olja in kakovost
zivil, v katerih se uporabljata. Antioksidanti delujejo kot naravni konzervansi (Tréek,
2022).

3. Okoljski in ekonomski vidik. Olje grozdnih pesk, ki je stranski produkt vinarstva,
predstavlja okolju prijazno moznost za ponovno uporabo materiala, Ki zdaj v velikem

delezu konca kot bioloski odpadek.

Raziskave, ki bi neposredno primerjala vsebnosti antioksidantov med hladno stiskanimi
oljénimi olji in hladno stiskanimi olji grozdnih pesk, v dostopni literaturi nismo nasli. Znano je
le, da obe olji vsebujeta antioksidante. Ker sta obe olji zanimivi tako za kulinariko kot tudi za

razli¢ne farmacevtske produkte, je tak$na raziskava smiselna.

1.2 Cilji raziskave

Zastavili smo si naslednje cilje:



1. Primerjati antioksidativno ucinkovitost OGP razli¢nih sort vinske trte z DPPH testom.
Zbrali smo pet vzorcev olj s podravske regije, letnik 2023 (letnik 2024 v ¢asu izvedbe nase
raziskave $e ni bil na voljo).

2. Primerjati antioksidativno uc¢inkovitost hladno stiskanih olj¢nih olj z DPPH testom. Tudi v
tem primeru smo zbrali vzorce hladno stiskalnih olj (extra virgin oil) letnik 2023, saj letnik
2024 Se ni bil na voljo.

3. Dolociti antioksidativno uéinkovitost ¢istega resveratrola z DPPH testom.

4. Dolociti vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih OGP, izrazeno kot ekvivalent galne
kisline (mg/mL) s Folin — Ciocltaeujevim reagentom (F-C reagent).

5. Preuciti, kako visoka je korelacija med antioksidativno u¢inkovitostjio OGP in skupno
vsebnostjo fenolnih spojin.

6. Dolociti vsebnost prostih mascobnih kislin v OGP in pridobiti dodatno informacijo o

kakovosti preucevanih OGP.

1.3 Hipoteze

Hipoteza 1: Antioksidativna ucinkovitost hladno stiskanih olj grozdnih pesk bo v popre¢ju

visja kot antioksidativna ucinkovitost vzorcev hladno stiskanih olj¢nih olj.

Razlaga: Oljéno olje je bogato z oleinsko kislino, mononenasi¢eno mascobno kislino, ki je
sicer stabilna, vendar ima manjsi posreden antioksidativni ucinek v primerjavi z OGP, ki
vsebuje ve¢ linolne kisline, ki je polinenasi¢ena (torej bolj ob¢utljiva na oksidacijo). Zato OGP
pogosto spremlja visja vsebnost antioksidantov, saj potreba po zas¢iti teh oksidativno ranljivih
maséobnih kislin vecja (slika 1). Polifenoli so del te obrambe in evolucijsko omogocajo

rastlinam vecjo odpornost ter prilagodljivost.

Hipoteza 2: Vsebnost skupnih fenolnih spojin se bo med posameznimi olji grozdnih pesk

razlikovala.

Razlaga: Rdece grozdje ima navadno visjo vsebnost polifenolov kot belo grozdje (Tréek,
2022). Ker pa na Stajerskem (v Podravju) prevladujejo bela vina in so vinarji, ki se odlogijo za
pridobivanje olj iz grozdnih pesk, redki, jih vec¢ina ne locuje grozdnih pesk. Posledi¢no olje

predstavlja meSanico vseh vrst grozdnih pesk in je sestava precej nepredvidljiva.

Hipoteza 3: OGP bo imelo visoko antioksidativno ucinkovitost (AOU), vendar bo Cisti

resveratrol deloval moc¢neje.



Razlaga: Grozdne peske vsebujejo veliko fenolnih spojin, vendar jih med stiskanjem
»izgubimo, saj So praviloma slabo topne v olju. V pogaci najdemo za priblizno 2000-krat visjo
vsebnost fenolnih spojin kakor v olju (Matthéus, 2008). Njihovo topnost bi lahko povecali le s
podaljsano maceracijo (Romanini s sod., 2021). Resveratrol je Cista snov; v oljih je meSanica
razli¢nih snovi in antioksidanti so prisotni v manjsi koli¢ini, njihov sinergisti¢ni uéinek pa

verjetno ne presega ucinka resveratrola.
Hipoteza 4: Obstaja srednja visoka korelacija med AOU in vsebnostjo polifenolov pri OGP.

Razlaga: Polifenoli so spojine, ki so odgovorne za visok antioksidativen potencial olj grozdnih
pesk. Oligomerni proanticiandi (OPC) v grozdnih peskah so, po podatkih iz literature, mo¢nejsi
antioksidanti od vitaminov C, E in beta karotena, zato predvidevamo, da bo korelacija visja od
0,41 (Schwitters, 1995).

Hipoteza 5: Vsebnost prostih mas¢obnih kislin v OGP bo nizka (manj kot 2 %).

Razlaga: Ce predvidevamo, da so v OGP prisotne snovi, ki zavirajo oksidacijo olj, potem bo

Kljub temu, da bodo preucevana olja stara leto dni, vsebnost prostih masc¢obnih kislin nizka.
1.4 Metodologija

V nalogi bomo preudili literaturne vire za vsebnost antioksidantov v hladno stiskanih olj¢nih
oljih in hladno stiskanih OGP letnik 2023. V laboratorijskem delu bomo kolorimetri¢no
dolocali antioksidativno ucinkovitost obeh vrst olj in resveratrola s pomo¢jo DPPH radikala.
Sledilo bo spektrofotometri¢no dolo¢anje skupnih fenolnih spojin v OGP s F-C reagentom in
galno kislino kot standardom. Na koncu bomo izvedeli Se titracijo prostih masc¢obnih kislin z
0,1 M KOH.

2 PREGLED OBJAV
2.1 Bioaktivne spojine v oljih grozdnih pesk

Stevilne koristne spojine, ki jih najdemo v grozdju, so koncentrirane v semenih, zaradi esar so
dragocen vir naravnih snovi. Izkoristek olja iz grozdnih pesk je odvisen od izbrane sorte trte,
izvora in tehnike ekstrakcije. Grozdne peske predstavljajo 20-26 % zracno suhih tropin.
Semena belega grozdja navadno vsebujejo vec olja (do 20 %) kot ¢rne sorte, ki lahko vsebujejo
le 6 % mascob po tezi (Tréek, 2022).



Slika 1. Suha semena grozdnih pesk (lasten vir)

Po tezi imajo grozdna semena (peSke) priblizno 35-40 % vlaken, 3 % mineralov, 11 %
beljakovin, 7 % vode in 16-20 % olj ter do 7 % polifenolih spojin (Martin s sod., 2020; Trcek,
2022). Vidimo, da so grozdne peske vir celuloze, mascob, proteinov in bioaktivnih spojin

(fenolne spojine, fitosteroli, tokoferoli) (Di Stefano s sod., 2022; Matthaus, 2008).

lIknur s sod. (2013) je pri analizi mas¢obnih kislin prisel do zakljucka, da ne glede na sorto
grozdja, v oljih grozdnih pesk prevladujejo linolna kislina (56,38-68,56 %), oleinska kislina
(16,45-29,38 %), palmitinska (8,19-9,44 %) in stearinska kislina (3,74-4,98 %). Do podobnih
zakljuckov je prisel tudi Tréek (2022), kar pomeni, da v oljih prevladujejo predvsem nenasicene
mascobne kisline, kar bi lahko zelo ugodno vplivalo tudi na zdravje ljudi. Linolna kislina sodi
med esencialne mas¢obne kisline, kar pomeni, da je nujno potrebna za ¢loveski organizem,

vendar je le-ta ne more sam proizvesti.

HO™ 4 9 12

Slika 2. Strukturna formula linolne Kisline (Dimi¢ s sod., 2020)

Ker ta drobna semena vsebujejo relativno majhne koli¢ine mascob, je u¢inkovito pridobivanje
olja klju¢ do donosne predelave. Ker so masc¢obne kisline, ki so prisotne v olju grozdnih semen,
zelo obcutljive na toploto, je nadzor temperature obdelave eden vecjih izzivov (Dimi¢ s sod.,

2020). Hladno stiskanje olj je zelo dobra izbira, vendar zahtevna.
2.1.1 Antioksidanti v oljih grozdnih pesk

Fenolne spojine imajo v svoji zgradbi vsaj en aromatski obro¢ in nanj vezano eno ali vec¢
hidroksilnih skupin (-OH). Ce jih imajo vezanih ve&, govorimo o polifenolih, Ki so v grozdju

prisotni v vecjih koli¢inah. Polifenole, prisotne v grozdju, delimo kot prikazuje organigram 1.
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POLIFENOLI

I
I ]

FLAVONOIDI NEFLAVONOIDI
| -
| | |
| | FLAVANOLIIN HIDR(I)<II(SSLIIC’)\:II\E4ETNE HlDROE?SlﬁFNNEZOJSKE STILBENI
PROANTOCIADINI
\— RESVERATROL

— ANTOCIANI

L FLAVONOLI

Organigram 1. Fenolne spojine v grozdju
Flavonoidi se nahajajo veinoma v trdnih delih grozdne jagode (peskah, koZici ter pecljevini)

in so glavni polifenoli v rdecih vinih (Di Stefano s sod., 2022).

slika 3. Epikatehin® in kvercetin?, pogosti fenolni spojini v OGP
Resveratrol je naravna rastlinska spojina, ki jo v najvecji meri najdemo v grozdni kozici in v
grozdnih peSkah, prav tako pa je prisotna v vinu in razlicnih drugih vrstah rastlinske hrane,
zlasti v arasidih, jagodi€evju in ¢aju (Ally s sod., 1980). Danes poznamo vec kot 70 vrst rastlin,
ki resveratrol sintetizira kot odziv na okuzbo, stres, poskodbe, bakterijske ali gliviéne okuzbe
ter UV-sevanje (Siebert s sod., 1998). Sintezo te molekule v rastlinah katalizira poseben encim,

imenovan resveratrol sintaza (Kaur s sod., 2022).

Resveratrol (3,5,4-trans-trihidroksiestilbin) sodi v druzino stilbenov. Stilbeni so diarileteni in

vsebujejo konjugirane dvojne vezi.

1 Vir slike: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Epicatechin#section=Structures, povzeto 29. 12. 2024
2 Vir slike: https://www.medchemexpress.com/Quercetin.html, povzeto 29. 12. 2024
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)

cis-resveratrol trans-resveratrol ~

Slika 4. Strukturna formula cis in trans — resveratrola in desno diariletena (Kaur s sod. , 2022)

Kot vidimo iz slike 5, resveratrol obstaja v cis in trans izomernih oblikah. Literatura navaja, da
je trans-resveratrol bolj pogosta in stabilna naravna oblika resveratrola in obenem tista
geometrijska izomera, ki ima moc¢no biolosko aktivnost. Molekula ima tri hidroksilne skupine,

ki sodelujejo pri odstranjevanju prostih radikalov (Kaur s sod., 2022).

Resveratrol kaze Sirok spekter bioloskih lastnosti, vkljucno z antioksidativnim, protivnetnim,
nevroprotektivnim in protirakavim delovanjem. Raziskave kaZejo, da ima antioksidativno

delovanje tudi veliko povezave z u¢inkom zaviranja staranja (Leonard s sod., 2024).

2.2 Hladno stiskana ekstra deviska olj¢na olja

V olivah se nahaja 25-56 % olja, odvisno od sorte in nacina gojenja oljk (Grobisa, 2017).
Olivnemu olju daje veliko vrednost predvsem biolosko visoko vredna meSanica razli¢nih vrst
mascobnih kislin. Delezi le-teh se razlikujejo glede na predel rasti, vrsto oljke, leto in podnebne
razmere, okvirna razmerja pa so naslednja: 8-27 % nasi¢enih, 55-83 % mononenasi¢enih in
3,522 % polinenasic¢enih mascobnih kislin. PribliZzno desetina kislin je esencialnih. Med njimi
sta najbolj pomembni linoleinska (omega-6) in a-linolenska (omega-3) maséobna kislina, ki
sodelujeta pri vzdrzevanju varovalnih membran vseh nasih celic. Ce jih v prehrani ni, se nasa
sposobnost za delo zmanjsa. Ostali prevladujoc¢i delezi so neesencialne mascobne kisline, med
katerimi prevladuje oleinska (omega-9). Delez oleinske kisline zanasa 66—78 %. Potrebujemo
JO za izgradnjo celicnih membran, saj pomaga ohranjati njihovo prehodnost (Santa-Maria,
2023).

BlH HHHHHH H HHHHH

- N I I [ I
H—c;—r:—-:l:—tl:—::—::—-::—-:l:—:'. n.'l:—n.':—:;——-::—(l:—::—::-—:: —G—(—H

| |

HHHHKHHHHEHHHHAHHHH

Slika 5. Oleinska Kkislina®

3 Vir slike: https://blog.healthmatters.io/2018/11/12/what-is-oleic-acid/, povzeto 29. 12. 2024
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2.2.1 Antioksidanti v oljénem olju in njihov vpliv na zdravje

Poleg mascobnih kislin v olivnem olju najdemo tudi druge snovi. Med njimi so tudi
antioksidanti. V oljénih oljih prevladujejo fenoli z dvema hidroksilnima skupinama na
sosednjih C atomih (orto-difenoli) (Butinar s sod., 2006) in sodijo v skupino sekoiridoidnih

polifenolov (npr. olevropein in hidroksitirosol).

OGu

olevropein hidroksitirosol
Slika 6. Fenolne spojine v olj¢nem olju (Ryan in sod., 2013).

Polifenoli v olivnem olju imajo antioksidativne, protivnetne, protimikrobne, protivirusne,
antiaterogene, antitromboti¢ne, antimutagene in hipoglikemi¢ne lastnosti. Fenolne spojine, ki
jim pripisujemo antioksidativno delovanje, telo §¢itijo pred oksidacijo krvnih lipidov, delujejo
protivnetno, pripisujejo jim antikancerogeni potencial in $tevilne druge pozitivne ucinke na
zdravje ljudi* (Butinar s sod., 2026). Pri ljudeh, ki uzivajo z antioksidanti bogato sadje in
zelenjavo, je tveganje za sréne in nekatere nevrodegenerativne bolezni zmanjSano, obstajajo pa

tudi dokazi, da lahko pripomorejo k prepre¢evanju nastanka nekaterih oblik raka (World Cancer

Research Fund, 2007).

2.3 Delovanje antioksidantiov

Pri redoks reakcijah, izpostavljenosti UV svetlobi ali visokih temperaturah lahko nastajajo
prosti radikali, ki sprozijo verizne radikalske reakcije, posledice teh pa so lahko tudi poskodbe
celic. Antioksidanti (reducenti) lahko prekinejo te reakcije, saj reagirajo s prostimi radikali in

jih tako nevtralizirajo, s tem pa preprecijo oksidacijo drugih molekul (Aktumsek s sod., 2011).

Oksidacija je reakcija prenosa elektrona iz ene snovi na drugo. Snov, ki elektrone oddaja je
reducent, snov, ki jih sprejema je oksidant. Ni oksidacije brez redukcije in obratno (redoks

reakcije).

4 Stevilni viri poro¢ajo, da prehrana, bogata z olivnim oljem, §¢iti zdravje ljudi pred sréno-Zilnimi boleznimi,
sladkorno boleznijo tipa 2, debelostjo, rakom, vnetji in oksidativnim stresom (opomba avtoric).
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2.3.1 DPPH test

Z namenom doloCitve antioksidativne ucinkovitosti spojin v oljih grozdnih pesk, bomo
uporabili radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH-). Slednji v stiku z antioksidanti (npr.
fenoli) spremeni barvo iz vijolicne v rumeno, kar pomeni, da ucinkovitost lahko spremljamo
kolorimetri¢no (oz. spektrofotometri¢no) (Tréek, 2022). Fenolne spojine so odli¢ni lovilci
kisikovih radikalov in so manj reaktivni od kisikovih radikalov. Posledi¢no lovljenje reaktivnih
kisikovih radikalov s fenolnimi spojinami prepreci nadaljnje oksidativne reakcije (Ainsworth s
sod., 2007).

ArQ+H'*

NO, 2
O,N N—N —~~~ , ON N—N

NO,
Slika 7. Mehanizem delovanja radikala DPPH (levo oksidirana oblika in desno reducirana oblika) (Sadeer

s sod., 2020)

DPPH * (vijoli¢en) + ArOH - DPPH; + ArO

2.4 ldentifikacija fenolnih spojin

Fenoli (CsHsOH) so praviloma brezbarvne spojine, vendar zaradi oksidacije lahko pridobijo
barvo. Dolocitev fenolnih spojih je lahko kvalitativna (npr. reakcija z FeCls) ali kvantitativna.
Za potrebe te raziskave smo iskali primeren kvantitativen test in se odlocili za Folin-Ciocalteu

test (F-C test).
2.4.1 Test Folin-Ciocalteu (F-C)®
Ta test je najpogosteje uporabljena metoda za doloCanje skupne vsebnosti fenolov v razli¢nih

testnih vzorcih. F—C test je kolorimetri¢éna metoda, ki temelji na prenosu enega elektrona med

F-C reagentom in fenolnimi spojinami, podobno kot test DPPH (Sanchez-Rangel s sod.,

5 F-C reagent se pripravi tako, da se raztopi 100 g natrijevega tungstata (Na2WQ-2H-0) in 25 g natrijevega
molibdata (Na2M0O4-2H20) v 700 mL destilirane vode. Nato se doda priblizno 50 mL koncentrirane HCI in 50
mL 85 % fosforne kisline, da se raztopina zakisa. Zakisana raztopina se nato 10 ur kuha in ohladi, preden se doda
150 g litijevega sulfata (LiSO4-4H20). Nastala raztopina, ki predstavlja F—C reagent, razvije intenzivno rumeno
barvo (Ainsworth s sod., 2007).
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2013)®. Med F-C testom pride do reakcije med F-C reagentom in fenolnimi spojinami v
alkalnem mediju (~ pH 10), ki ga doseZemo z dodajanjem natrijevega karbonata (Na2COs). Po
redukciji se intenzivna rumena barva F—C reagenta spremeni v modro (Ainsworth s sod., 2007).
Galna kislina se lahko uporablja kot referen¢ni standard (Aktumsek s sod., 2011). Zato je
potrebno predhodno najprej pripraviti umeritveno premico s pomocjo galne kisline. Singleton
in sod. (1999) navajajo, da so analize, narejene s F-C reagentom, priro¢ne, enostavne, zahtevajo
samo osnovno opremo ter dajo primerljive podatke ostalim metodam. Sanchez-Rangel s sod.
(2013) potrjuje, da je metoda zelo ekonomicna, kot pomanjkljivost pa navajajo, da ni mogoce

zagotoviti informacij o vrsti fenolnih spojin.

2.5 VIS Spektrofotometrija

Ko svetloba pade na predmet, jo ta lahko absorbira. Navadno zato, ker valovna dolzina
absorbirane svetlobe ustreza elektronskemu vzbujanju v predmetu. Preostala svetloba se
prenasa, tj. prehaja skozi predmet. V spektrofotometru se prepustnost meri tako, da se jakosti
svetlobe, ki prehaja skozi vzorec (1), deli z jakostjo svetlobe, ki prehaja skozi prazen vzorec

(lo). Tako lahko dolo¢imo prepustnost ali transmitanco (T).

Prepustnost (transmitanca): T:Ii
0

Logaritemska vrednost transmitance predstavlja t.i. absorbanco (A). A = -log(T)

Pri tem upoStevamo Beer-Lambertov zakon, ki pravi, da je koli¢ina energije, ki jo absorbira
raztopina, sorazmerna z dolzino poti in koncentracijo snovi v kiveti. Matemati¢no jo lahko
opisemo kot:

A=e¢lc

Pri Cemer je:

v' ¢ ... molarna absorptivnost (L/mol x cm),
v | ... dolzina poti (cm) in
v' ¢ ... koncentracija (mol/L).

® Rezultati F-C testa so lahko tudi nepravilni, saj test reagira tudi z reducirajo¢imi sladkorji in askorbinsko kislino
(C vitaminom), ki so pogosto prisotni v rastlinskih ekstraktih. Prisotnost teh snovi daje nizje rezultate F-C testa
(Ainsworth s sod., 2007). V hladno stiskanih oljih grozdnih pesk tovrstnih snovi (hidrofilnih snovi), glede na
porocanja raziskovalcev, prakti¢no ni, zato smo ocenili, da je test primeren za oceno skupnih fenolnih spojin.
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Molarna absorptivnost je edinstvena fizikalna konstanta vzorca, ki se nanasa na sposobnost
vzorca, da absorbira svetlobo pri dolo¢eni valovni dolzini. Enota je L x mol® x cm? in

absorbanca zato nima enote.

UV Vis spektrofotometer je instrument, namenjen merjenju absorbance v UV - VIS obmocju z
uporabo Beer-Lambertovega zakona.

2.6 Dolocitev Kkislinskega ali nevtralizacijskega Stevila

Olje daje rahlo kislo reakcijo, saj vsebuje nekatere proste kisline, ki nastanejo pri encimatskem
razkroju in hidrolizi gliceridov v masteh in oljih. Razkroj poteka pod vplivom svetlobe in
toplote, zato vi§je vrednosti kislinskega Stevila kazejo na staranje olja (Kopac, 2023). Kislinsko
ali nevtralizacijsko Stevilo izrazimo v miligramih kalijevega hidroksida, ki ga porabimo za

nevtralizacijo prostih kislin v enem gramu olja.
R-COOH + KOH - R-COOK + H>O

Ekvivalentno to¢ko dolo¢imo s pomocjo indikatorja. Ker titriramo Sibko kislino in mo¢no bazo
in pri¢akujemo ekvivalentno toc¢ko v bazicnem delu pH lestvice. Zato bomo uporabili indikator

fenolftalein, ki je v kislem brezbarven in v bazi¢nem vijolicen.

3 PRAKTICNI DEL

3.1 Pridobivanje vzorcev in opis vzorcev ter standardov

Prvi del prakti¢nega dela je predstavljalo zbiranje vzorcev za analizo. Ker zivimo na enem
najbolj vinorodnih podro¢ij Slovenije, smo pric¢akovali, da bo zbiranje vzorcev lazji del naloge.
Iskali smo vzorce hladno stiskanih olj grozdnih pesk, letnik 2023 in vzorce hladno stiskanih
slovenskih oljénih olj, letnik 2023. Izkazalo se je, da od 25 vinarjev v nasi neposredni okolici
le pet vinarjev daje ob¢asno grozdne peske v hladno stiskanje in pridobivanje olj. Cisti

resveratrol smo pridobili kot kontrolni vzorec z nakupom pri ponudniku kemikalij.
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ZBIRANJE VZORCEV OLJ

HLADNO STISKANA OLJA

HLADNO STISKANA

GROZDNIH PESK

OLJCNA OLJA

ANTIOKSIDACISKI
POTENCIAL (AOP)

SKUPNO STEVILO
FENOLNIH SPOJIN (SSFS)

KORELACUAMED AOP IN
SSFS

NEVTRALIZACISKO
(KISLINSKO) STEVILO

L ANTIOKSIDACHSKI
POTENCIAL (AOP)

Organigram 2. Shemati¢ni prikaz prakti¢nega dela

3.2 Kemikalije in laboratorijski inventar, uporabljen v raziskavi

3.2.1 Kemikalije

e F-Creagent (Karl-Roth, p.a.)

e DPPH reagent (Merck, p.a.)

¢ Na,COs(Merck, p.a.)

o Al folija

e Galna kislina (Riedel-de Haén, p.a)
e Metanol (Riedel-de Haén, 100%)

3.2.2 Laboratorijski pripomocki

e Spektrofotometer Vernier Go Direct®
SpectroVis® Plus s PP kivetami

o Kolorimeter Vernier Go Direct®
SpectroVis® s PP kivetami

e 2x bhireta z lijem za bireto, 25 mL
[£0,05 mL]

e 1-krat 250 mL merilna bucka

e 6 X 100 mL merilna bucka

Etanol (Riedel-de Haén, 100% )
Resveratrol (Honeywell Chemicals,
p.a.)

vzorci olj

0,1 M KOH

fenolftalein

1x — 50 mL merilna bucka

10 x — 10 mL merilna bucka

Analitska tehnica, KERN [+0,001 g]
Merilna pipeta z Zogico za pipetiranje,
10 mL [+£0,01 mL]

Pasteurjeve pipete, 3 mL [£0,025 mL]
caSe

200 mL erlenmajerice

18



3.3 Opis vzorcev hladno stiskanih olj grozdnih pesk

Preglednica 1. Opisi preucevanih vzorcev hladno stiskanih olj iz grozdnih pesk

Vzorec (opis) | Kratica proizvajalca | Letnik | Oznaka vzorca
Rumen HVK 2023 A
rumeno-zelen M 2023 B
rumeno-zelen VK 2023 C
zeleno-rumen \'AY% 2023 D
Rumen VK* 2022 E

* Opomba: zal na obmocju 25 vinarskih kmetij nismo nasli 5 vinarjev, ki bi nam lahko ponudili hladno
stiskano olje grozdnih pesk letnik 2025, zato je peti vzorec predstavijal letnik 2022, vinarja iz nase obcine.

3.4 Opis vzorcev hladno stiskanih oljénih olj

Preglednica 2. Opisi preucevanih vzorcev hladno stiskanih oljénih olj

Vzorec (opis) Proizvajalec Letnik | Oznaka vzorca
zlato rumen Ekstra devisko oljcno olje SI 2023 1
zlato rumen Ekstra devisko olj¢no olje GEA | 2023 2
rumeno-zelen, rahlo moten | Ekstra devisko olj¢no olje V 2023 3
rumeno-zelen Ekstra devisko olj¢no olje H 2023 4
zlato rumen Ekstra devisko olj¢no olje X 2023 5

3.5 Priprava vzorcev olj

Vzorec pripravimo tako, da 0,50 — 0,75 g olja v kiveti zmeSamo z 1 ml metanola. Dobljena
gostota vseh vzorcenih olj je bila doloCena kot 0,72 g/ml. Vsebino smo premesali s tanko

stekleno palcko.



3.6 Doloc¢anje antioksidativne uc¢inkovitosti olj

V 100 mL bu¢ko smo zatehtali 4 mg DPPH. Dodali smo 20 mL metanola’ ter dobro premesali,
da se je DPPH popolnoma raztopil. Nato smo postopoma dodajali metanol toliko ¢asa, da smo
dosegli absorbanco raztopine priblizno 1,5.

Za dolocanje antioksidativnega potenciala smo pripravili Se referen¢no vrednost (RF) in sicer
tako, da smo v 4 ml kiveti zmesali 0,60 ml metanola in dodali 3,0 ml sveze pripravljene
raztopine DPPH.

Vzorec (V), ki smo ga analizirali, smo pripravili tako, da smo v 4 mL kiveto dodali 0,60 mL

vzorca, ki smo ga predhodno pripravili in dodali 3,0 mL sveze pripravljene raztopine DPPH.

Slepo probo (SP) smo pripravili tako, da smo v 4 mL kiveto dodali 0,60 mL vzorca in 3,0 mL
metanola (brez DPPH).

Vse pripravljene zmesi smo dobro premesali. Absorbanco smo merili na valovni dolZini, ki je

kazala najvisjo absorbanco, to je 470 nm. Pri tem smo uporabili Go Pro Vernier kolorimeter ®.8

IzraCun antioksidativnega potenciala olj smo izrac¢unali kot antioksidativni potencial (AOP)
DPPH v mmol/kg olja. Najprej smo dolo€ili razliko v absorbanci med vzorcem, referencno
vrednostjo in slepo probo. Nato smo izracunali mnoZino snovi in na koncu AOP. Uporabili smo

naslednje enacbe:

AA=RF-V +SP

Legenda:
44 ... razlika v absorbanci V... izmerjena absorbanca vzorca pri 470 nm
RF ... izmerjena aborbanca pri 470 nm SP ... izmerjena absorbanca slepe probe pri
referencne vrednosti 470 nm
AA
n= 8_1 : Vreakcijske zmesi [mOI]
Legenda:
n ... Mnozina snovi & ... molarni absorpcijski koeficient (€ = 12000

B ) L - mol!- cm™)
V teakeijske zmesi - - - VOlumen reakcijske zmesi (V=

0,0018 L) [ ... dolzina poti zarka skozi kiveto (1 cm)

" Tréek (2022) ) kot ustrezno topilo navaja heksan. Sprva smo ga uporabili tudi mi, vendar se je DPPH v njem zelo
slabo raztapljal. Raztopina je bila rjava, z jasno vidnimi neraztopljenimi delci DPPH. Zato smo uporabili metanol,
ki se izkazal kot mnogo boljse topilo.

8 Strokovna literatura navaja, da ima DPPH najvisjo absorbanco pri 517 nm. NaSa aparatura te natan¢nosti ni
omogocala, zato smo meritve izvajali pri 470 nm, kjer je bila izmerjena najvisja absorbanca.
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AOP=———— [mmol/kg olja]

m(vzorca olja)

Zmoznost inhibicije DPPH, izrazeno v odstotkih, smo izracunali kot:

0 ,
inhibicija DPPH (%) = ( 10 )x 100

Legenda:

A® ... zadetna absorbanca slepega vzorca. A’ ... absorbanca vzorcev olja po 10 minutah (400 sekundah)

3.7 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v hladno stiskanih oljih grozdnih pesk

Za dolocanje skupnih fenolov smo uporabili FC metodo. Metoda temelji na reakciji oksidacije
med fenolnimi spojinami in kislinama H3PM 012040 in H3PW 12040, pri ¢emer nastane kompleks,
ki se glede na vsebnost fenolnih spojin obarva bolj ali manj intenzivno modro. Za referen¢no
spojino je bila uporabljena galna kislina, zato se vsebnost skupnih fenolov podaja v miligramih
galne kisline na gram vzorca (Koron, 2023).

Priprava reagentov za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin

Najprej smo si morali pripraviti raztopine reagentov. Raztopino FC smo pripravili tako, da smo

reagent razredcili z destilirano vodo v razmerju F-C reagent: voda = 1:10.

Raztopino natrijevega karbonata smo pripravili tako, da smo v 250 mL merilno bucko
zatehtali 18,75 g Na2CO0s3 in do oznake razred¢ili z deionizirano vodo. Pripravljeni raztopini
reagentov smo za nekaj ¢asa dali na magnetno mesalo, da se je vse dobro premesalo in raztopilo.
Splosna metodologija doloc¢anja skupnih fenolnih spojin zahteva, da po dodatku vzorca, F-C
reagenta, destilirane vode in natrijevega karbonata, meSanico pustimo stati 2 uri pri sobni
temperaturi in nato izmerimo absorbanco. V nalogi smo uporabili nekoliko prilagojeno metodo,
ki je celotno dolocitev pospesila (povzeto po Koron, 2023). Opisana je pri pripravi umeritvene

premice za galno kislino. Sledila je priprava standarda — galne kisline (Aktumsek s sod., 2011).

3.7.1 Priprava umeritvene premice z galno kislino

Pri dolocanju zacetne koncentracije galne kisline smo izhajali iz podatkov, ki so jih predhodno

opravili na razli¢nih vzorcih olj grozdnih pesk Teréek (2022) in Koron (2023). Njuni rezultati




se razlikujejo, vendar se gibljejo v razponu 10 mg ekvivalenta galne kisline (EGA)/kg olja—200
mg EGA/kg olja. Zato smo izhodis¢no raztopino galne kisline, ki smo jo potem red¢ili,

pripravili v tem koncentracijskem obmocju.
Delo:

1.V 100 mL bucko smo zatehtali 0,4 g galne kisline (GA) in do oznake razred¢ili z metanolom.
Dobili smo osnovno raztopino galne kisline s koncentracijo 4 g/L.

2. Iz osnovne raztopine smo pripravili 5 razred¢in. Red¢enje smo izvedli v 100 mL merilnih
buckah. Z bireto smo odmerili volumen 4 g/l GA, kot je prikazano v preglednici 3 in do oznake

dolili deionizirano vodo.

Preglednica 3. Koncentracija galne Kkisline za umeritveno premico

V (1,6 g GA/L) Redcitveni faktor Masna koncentracija, [mg/L]
[£0,05 mL]
10,00 10 krat 400
7,50 25 krat 300
5,00 50 krat 200
2,50 75 krat 100
1,00 100 krat 40

3. En mililiter vsake raztopine smo odpipetirali v 50 mL ¢aso, s pomocjo birete dodali 15 mL
F-C reagenta in 12 mL Na2COs, ovili ¢aso z Al folijo ter termostatirali 5 minut pri 50 °C (vodna
kopel). Raztopine smo ohladili na sobno temperaturo in jim s spektrofotometrom izmerili
absorbanco pri 760 nm. Na osnovi izmerjenih absorbanc smo lahko izrisali graf odvisnosti
absorbance od masne koncentracije galne kisline. Na osnovi grafa smo dolo¢ili enacbo premice,

ki smo jo uporabili pri izraCunih vsebnosti skupnih fenolnih spojin za vzorce olj.

Kot kontrolni vzorec smo namesto galne kisline odpipetirali metanol, ki smo mu v enakem

razmerju dodali F-C reagent in Na>COs.

3.7.2 Priprava vzorcev

Vzorce smo pripravili tako, da smo v 25 mL merilne bucke zatehtali 50 mg olja in jih do oznake
razredc¢ili z metanolom ter dobro premesali. Nato smo 1 mL vzorca odpipetirali v ¢aso, dodali
15 mL FC reagenta in 12 mL Na>COs ter termostatirali 5 minut pri 50 °C. Raztopine smo nato
ohladili in izmerili absorbance pri valovni dolzini 760 nm. Vsebnost skupnih fenolov smo

izracunali s pomocjo umeritvene krivulje po naslednji enacbi:
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_Abs—b

kjer je:
y ... masna koncentracija galne kisline b ... odsek premice umeritvene krivulje na
[mg/mL] ordinati
Abs ... izmerjena absorbanca pri valovni dolzini a ... naklon premice umeritvene krivulje
760 nm

Vsebnost skupnih fenolov, ki se izraza vimg GA/100 g olja, smo izracunali po naslednji enacbi:

® GA(olje.)= % x 10°

kjer je:

® GA(olje) ... vsebnost skupnih fenolov v olju [mgGA/100 g olja]
yGA ... masna koncentracija GA v raztopini [mg/mL]
Vekst. ... masna koncentracija v raztopini vzorca [mg/mL]

4 MERITVE

4.1 Antioksidativna ucinkovitost olj grozdnih pesk

Za vsak vzorec olja smo meritev 3 krat ponovili in v izra¢un vzeli popre¢no vrednost vseh treh
meritev po 400 sekundah ter 10 minutah. Ker Vernierov Go Direct Colorimeter® ne omogoca
izbire to¢no dolocene valovne dolZine, smo valovno dolzino maksimalne absorbance dolo¢ili
tako, da smo med Stirimi valovnimi dolZinami aparature (430 nm, 470 nm, 565 nm in 635 nm)
izbrali tisto, ki je kazala najvi§jo absorbanco. To je bilo pri 470 nm. Kolorimeter smo predhodno

umerili z metanolom.

FA -0

Slika 8. Kolorimeter, uporabljen v raziskavi (lasten vir)
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Preglednica 4. Sprememba absorbance za vzorec A.

t[+2s] 1. meritev [A470 nm] 2. meritev [A470 nm] 3. meritev [A470 nm]
0 1,51 1,50 1,50

150 1,33 1,30 1,32

250 1,22 1,16 1,22

350 1,11 1,11 1,12

400 1,00 1,01 1,02
Poprecje po 400 sekundah 1,01

Poprecje po 10 minutah 0,44

Preglednica 5. Sprememba absorbance za vzorec B.

t[+2s] 1. meritev [A470 nm] 2. meritev [A470 nm] 3. meritev [A470 nm]
0 1,50 1,50 1,51

150 1,42 1,36 1,36

250 1,35 1,18 1,19

350 1,27 1,09 1,12

400 1,06 0,98 1,02
Poprecje po 400 sekundah 1,02

Poprecje po 10 minutah 0,43

Preglednica 6. Sprememba absorbance za vzorec C

t[x2s] 1. meritev [A470 nm] 2. meritev [A470 nm] 3. meritev [A470
nm]

0 1,51 1,51 1,51

150 1,31 1,31 1,37

250 1,21 1,20 1,22

350 1,11 1,12 1,13

400 1,07 1,06 1,03
Poprecje po 400 sekundah 1,05

Poprecje po 10 minutah 0,48

Absorbanca referenénega vzorca (RF): 1,50 (za meritve vzorcev A, B, C). Absorbanca slepe

probe: 0,00.
Preglednica 7. Sprememba absorbance za vzorec D

t[+2s] 1. meritev [A470 nm] 2. meritev [A470 nm] 3. meritev [A470 nm]
0 1,63 1,64 1,64

150 1,34 1,36 1,38

250 1,06 1,06 1,10

350 0,85 0,97 1,90

400 0,75 0,80 0,81
Poprecje po 400 sekundah 0,79

Poprecje po 10 minutah 0,36
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Preglednica 8. Sprememba absorbance za vzorec E

t[+2s] 1. meritev [A470 nm] | 2. meritev [A470 nm] | 3. meritev [A470 nm]
0 1,58 1,58 1,58

150 1,28 1,32 1,32

250 1,18 1,26 1,29

350 1,18 1,21 1,24

400 1,18 1,16 1,24
Poprecje po 400 sekundah 1,19

Poprecje po 10 minutah 1,10

Absorbanca referenénega vzorca (RF): 1,63 (za meritve vzorcev D, E).

Absorbanca slepe probe: 0,00.

i

i

= - —_

Slika 9. Sprememba barve DPPH po 400 sekundah (sredinska Kkiveta in po 10 minutah (skrajno desna
kiveta) (lasten vir)

4.1.1 Izracuni

Antioksidacijski potencial (AOP) analiziranih olj grozdnih peSk smo izrazili kot mmol DPPH/
kg olja in kot % inhibicije DPPH. Pri izracunih smo uporabili enacbe, predstavljene v poglavju

3.6. Primer izracuna za vzorec 1:

AA=1,50-1,01+0,0=0,49

0,49
n:
(12000 L - mol—1-cm—1)x 1cm

x 0,0018 L = 7,35 x10 ~8 mol = 7,35 x 10> mmol

n

AQOP (DPPH) = o [mmol/kg olja]
DPPH (mmol/kg olja)= 2520 0% = 1,02 0%

1,50- 0,79

inhibicija DPPH (%) = (X2

)x 100 =47, 3 % po 400 sekundah
1,50- 0,43

inhibicija DPPH (%) = (2

)% 100 = 71,3% po 10 minutah
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Preglednica 9. Izradun antioksidacijskega potenciala DPPH, izraZzen kot mmol DPPH/kg olja in
antioksidacijskega potenciala AOP, izrazen v odstotkih po 400 sekundah in 10. minutah

Vzorec AA n [mmol] DPPH [mmol/kg Inhibicija Inhibicija
olja] DPPH, po 400 | DPPH po 10
sek [%] min [%)]
A 0,49 7,35x 107 1,02 32,7 71,3
B 0,44 6,6 x 1073 0,92 32,0 71,3
C 0,46 6,9x 107 0,95 30,0 68,0
D 0,84 1,26 x 10 1,75 51,5 77,9
E 0,44 6,6 x 107 0,92 27,0 32,5
2 1,75

8

© 1,5

< 02

< 1,

o 0,92 0,95 0,92

a

[a)

g 05

S

0
A B C D E
vzorec

Graf 1. Antioksidativna aktivnost hladno stiskanih olj grozdnih pesk, izraZzena v mmol DPPH/Kg olja

77,9
71,3 71,3 68
I I I I
A B C D E

% inhibicije
I
o

30

vzorec olja

Graf 2. % inhibicije DPPH po 10 minutah

Takoj opazimo, da ve¢jih razlik med hladno stiskanimi olji grozdnih pesk, letnik 2023, ni.

Navzdol odstopa vzorec E, ki je bil letnik 2022. Po 400 sekundah je inhibicija DPPH radikala

dosegla 30-33 %. Po 10 minutah smo opazili, da je priSlo do popolne spremembe DPPH

radikala iz vijoli¢ne v rumeno pri vseh treh vzorcih, izjema je vzorec E.
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Odstotek inhibicije se je po 10. minutah dvignil na 68—78 %. Izjema je spet vzorec E. Odstopa
tudi vzorec D, z visoko stopnjo inhibicije Zze po 400 sekundah (51 %) in po 10 minutah skoraj
78 %. Vzorec E predstavlja letnik 2022 in predpostavimo lahko, da so niZje vrednosti povezane
z dejstvom, da se je del antioksidantov v oljih ze oksidiral zaradi starosti vzorca in s tem zaS¢itil

pred oksidacijo mascobne kisline.

Vrednost antioksidacijskega potenciala (AOP) v oljih grozdnih pesk znasa okoli 1 mmol
DPPH/Kg, izjema je vzorec D z 1,75 mmol DPPH/kg olja. Meritve antioksidativnega potenciala
olj grozdnih pesk je analiziral tudi Tréek (2022), ki poroc¢a o nekoliko visjih vrednostih od 3,34
njegovi raziskavi pokazala olja iz rdecih sort (4,14 mmol DPPH/kg olja), najnizjo vrednost
AOP pa so imela olja iz neznanih sort (3,34 mmol DPPH/kg olja). Ker za vzorce olj, ki smo
jih pridobili, ne vemo iz kaksnih sort grozdja so bili narejeni, ocenjujemo, da so vrednosti
meritev v velikostnem razredu olj z nizjo vrednostjo AOP, vendar $e vedno izjemno visoko

zmoznostjo inhibicije DPPH radikala.

Predvidevamo, da bi bile vrednosti AOP hladno stiskanih olj grozdnih pesk visje, ¢e bi
predhodno fenolne spojine ekstrahirali. Pri delu smo se ves ¢as sre¢evali z izzivom kako olja,
Ki so izrazito nepolarne snovi, »spraviti v kontakt« z reagenti, ki so polarne snovi. Sprva smo
za izolacijo fenolnih spojin nameravali uporabiti lij lo¢nik, kjer bi olju najprej dodali heksan in
nato Se 80 % metanol ter ekstrakcijo nekajkrat ponovili. Vendar bi po koncani ekstrakciji morali
odstraniti topilo, kar pa samo z izparevanjem ne bi §lo; morali bi uporabiti rotavapor, ki zaradi
vakuuma omogoca izhlapevanje pri nizjih temperaturah, ki ga zal nismo imeli. TeZzavo smo
resili tako, da smo meSanice pred meritvijo intenzivno mesali s pomoc¢jo magnetnega mesala in

pazili, da je bila raztopina v kiveti vedno brez mehurckov 0z. transparenta.

Na rezultate meritev je zagotovo vplivalo tudi dejstvo, da absorbance nismo merili pri 517 nm,

kjer ima DPPH najvi§jo absorbanco, ampak pri 470 nm.

AOP je povezan tudi s sestavo olj. Dimi¢ in sod. (2020) so ugotovili, da je postopek ekstrakcije
olja eden klju¢nih dejavnikov, ki vpliva na antioksidativni potencial v olju grozdnih pesk. Na
sestavo antioksidantov v olju grozdnih pesk ima lahko velik vpliv tudi zrelost grozdja (Blainski
in sod., 2005), postopki pridobivanja olja (Passos in sod., 2009; Santos Freitas in sod., 2008).

Podatkov o tem za nase vzorce nismo imeli. Zato smo v nadaljevanju preucili tudi njegov AOP.
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4.2 Antioksidativna ucinkovitost hladno stiskanih olj¢nih olj

Absorbanca referencnega vzorca (RF): 1,52 (za vse meritve). Absorbanca slepe probe: 0,00

Preglednica 10. Sprememba absorbance za vzorec 1

t[£2s] 1. meritev [A470 nm] | 2. meritev [A470 nm] | 3. meritev [A470 nm]
0 1,51 1,50 1,50

150 1,40 1,43 1.42

250 1,30 1,29 1,32

350 1,25 1,25 1,24

400 1,20 1,19 1,20
Poprecje po 400 sekundah 1,20

Poprecje po 10 minutah 0,88

Preglednica 11. Sprememba absorbance za vzorec 2

t[£2s] 1. meritev [A470 nm] | 2. meritev [A470 nm] | 3. meritev [A470 nm]
0 1,51 1,51 1,51

150 1,38 1,36 1,38

250 1,30 1,32 1,29

350 1,25 1,24 1,22

400 1,11 1,08 1,10
Poprecje po 400 sekundah 1,09

Poprecje po 10 minutah 0,90

Preglednica 12. Sprememba absorbance za vzorec 3

t[£2s] 1. meritev [A470 nm] | 2. meritev [A470 nm] | 3. meritev [A470 nm]
0 1,51 1,50 1,50

150 1,40 1,36 1,40

250 1,31 1,29 1,28

350 1,22 1,21 1,19

400 1,19 1,18 1,16
Poprecje po 400 sekundah 1,17

Poprecje po 10 minutah 0,94

Preglednica 13. Sprememba absorbance za vzorec 4

t[+2s] 1. meritev [A470 nm] | 2. meritev [A470 nm] | 3. meritev [A470 nm]
0 1,51 1,50 1,50

150 1,32 1,30 1,29

250 1,20 1,19 1,18

350 1,00 1,04 1,06

400 0,90 0,88 0,89
Poprecje po 400 sekundah 0,98

Poprecje po 10 minutah 0,70
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Preglednica 14. Sprememba absorbance za vzorec 5

t[+2s] 1. meritev [A470nm] | 2. meritev [A470nm] | 3. meritev [Aro
nm]

0 1,51 1,50 1,50

150 1,42 1,39 1,38

250 1,33 1,30 1,25

350 1,16 1,19 1,12

400 1,08 1,08 1,08
Poprecje po 400 sekundah 1,08

Poprecje po 10 minutah 0,82

4.3 Antioksidativni potencial resveratrola

Preglednica 15. Sprememba absorbance DPPH za resveratrol

t[+2s] 1. meritev [A470 nm] | 2. meritev [A470 nm] | 3. meritev [A470 nm]
0 1,51 1,50 1,50

150 0,96 1,00 0,99

250 0,88 0,86 0,82

350 0,58 0,59 0,60

400 0,42 0,45 0,46
Poprecje po 400 sekundah 0,44

Poprecje po 10 minutah 0,30

Preglednica 16. Izra¢un antioksidativhega potenciala DPPH, izrazen kot mmol DPPH/kg olja in
antioksidativnega potenciala AOP, izraZen v odstotkih po 400 sekundah.

Vzorec AA n [mmol] DPPH [mmol/kg Inhibicija Inhibicija
olja] DPPH, po 400 | DPPH po 10
sek [%] min [%]
1 0,32 48x107 9,2x1073 21 42
2 0,43 6,45x107 9,0x1073 28 41
3 0,35 5,25x107 7,2x10* 23 38
4 0,54 8,1x107 1,1 x 1072 36 54
5 0,44 6,6x107 9,2x10* 29 46
0,012 0,011
© 0,01 00092  g009
°
o 0,008
I
o 0,006
a
[a)
o 0,004
S
£ 0,002 0,00072 0,00092
0 | |
1 2 3 4 5
vzorec

Graf 3. Antioksidativna aktivnost hladno stiskanih oljénih olj, izrazena v mmol DPPH/kg olja
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Graf 4. % inhibicije DPPH po 10 minutah
Primerjava antioksidativnega potenciala hladno stiskanih olj grozdnih pesk in hladno stiskanih
olj¢nih olj pokaze, da imajo hladno stiskana olja grozdnih pesk mnogo visji antioksidativni
potencial. Na grafu 5 vidimo, da so vsa olja grozdnih pesk (oranzni stolpci) izkazovala bistveno

vi§ji odstotek inhibicije radikala DPPH kot hladno stiskana olj¢na olja (modri stolpci). Izjema
je le vzorec E (olje grozdnih pesk), ki pa predstavlja vzorec letnika 2022.

Predvidevamo, da so tudi ti rezultati nizji od realnih, saj bi fenolne spojine morali predhodno

ekstrahirati.

% inhibicije DPPH
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vzorciolj (modro - olj¢na olja; rdecCe olj agrozdnih pesk)

% inhibicije DPPH
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Graf 5. Primerjava uspe$nosti inhibicije DPPH med olj¢nimi olji in olji grozdnih pesk
Zaklju¢imo lahko, da je antioksidativna sposobnost hladno stiskanih olj¢nih olj letnik 2023 v
primerjavi z antioksidativno sposobnostjo hladno stiskanih olj grozdnih pesk, letnik 2023, v

poprecju 30 % nizja. Najvisjo AOP pa je pokazal Cisti resveratrol (vzorec Sest na grafu 6).
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Graf 6. % Inhibicije DPPH radikala resveratrola (§t. vzorca 6) v primerjavi z AOP hladno stiskanimi
oljénimi olji ter hladno stiskanimi olji grozdnih pesk

4.4 VVsebnost skupnih fenolnih spojin

Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo doloc¢ali z Vernierovim spektrofotometrom.
Spektrofotometer Go Direct ® SpectroVis® Plus, ki kot vir svetlobe uporablja LED-diodo in

volframovo zarnico ter linearni detektor.

4.4.1 Umeritvena premica za galno kislino

Preglednica 17. Podatki za umeritveno premico za galno kislino

Masna koncentracija galne Kisline, [mg/L] | Absorbanca [A744 m |
400 1,02
300 0,60
200 0,44
100 0,05
40 0,01

Slika 10. F-C test (levo takoj po dodatku reagentov in desno po 5 min segrevanju na 50°C (lasten vir)
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Graf 7. Umeritvene premica za galno kislino

Enacba premice: y=0,0028x — 0,1624

4.4.2 Vsebnost skupnih fenolov v vzorcih hladno stiskanih olj grozdnih pesk

Primer izracuna za vzorec 1:

Masna koncentracija skupnih fenolnih spojin, izrazena kot ekvivalent galne kisline =

0,18+0,1624

= 122,324
0,0028 L

Preglednica 18. Podatki za izra¢un skupnih fenolnih spojin v vzorcih hladno stiskanih OGP

Vzorec | Absorbanca [A;¢4¢ .., ] | mg/L
A 0,18 1223
B 0,03 68,7
C 0,20 129,4
D 0,41 204,4
E 0,14 108,0
250 204,4
< 200
< 150 1223 129,4 o8
©)
= 100 I 68,7 I I
50
X ]
A B C D E

vzorec olja

Graf 8. Koncentracija skupnih fenolnih spojin v vzorcih hladno stiskanih olj grozdnih pesk
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V meritvah smo uporabili 0,6 g olja. Rezultati preracunani na gram olja so prikazani v
preglednici 19.

Primer izracuna: y (mg/L)= % m=90 x V=0,1223 mg v 0,6 g olja > 0,204 mg SF/g olja

Preglednica 19. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v oljih grozdnih pesk

Vzorec | Vsebnost skupnih fenolnih (SF) spojin [mg/g olja]
A 0,204
B 0,115
C 0,216
D 0,340
E 0,180

Koron (2023) v raziskavi, ki je zajemala peSke razlicnih vrst grozdja, ki jih pridelujemo v
Sloveniji, navaja, da hladno stiskana olja vsebujejo razli¢ne fenolne spojine. Vsebnosti so se
pri razli¢nih vrstah gibale 0,0141 mg/g olja—0,0 35 mg/g olja. Ce primerjamo te vrednosti z
vrednostmi, dobljenimi v tej raziskavi, opazimo, da so nasi rezultati za fakor 10-krat nizji. Tudi
Slokarjeva (2010) v raziskavi, kjer je prav tako s F-C metodo dolocala vsebnost skupnih

fenolnih spojin, navaja precej visje vrednosti, 0,091 mg/g—0,530 mg/g.

Izmed vseh preucevanih vzorcev spet odstopa vzorec D, ki kaze najvisjo vrednost skupnih
fenolnih spojin, najnizjo vrednost pa smo zabeleZili pri vzorcu B in nato E. Glede na rezultate
testa z DPPH preseneca razlika v delezu skupnih fenolnih spojin med vzorcem A in B.

Izmerjene vrednosti vzorcev smo ocenili kot (pre)nizke.

4.5 Izracun Korelacije med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in AOP

Korelacijo med AOP in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin smo izracunali tako, da smo v graf
vstavili AOP proti koncentraciji skupnih fenolnih spojin (mg EGK/L), dolo¢ili enacbo premice
in stopnjo ujemanja podatkov (R?). Nato smo s pomogjo spodnje ena¢be izradunali korelacijski

koeficient.

Korelacijski koeficient = v R?
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Graf 9. Korelacija med % inhibicije DPPH in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin za olja grozdnih pesk
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Graf 10. Korelacija med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin za olja grozdnih pesk in DPPH (mmol/kg
olja)

Korelacijski koeficient =+/0,82= 0,90

Tréek v svoji raziskavi navaja pomen korelacijskega koeficienta in sicer:

Preglednica 20. Pomen korelacijskega faktorja (Tréek, 2022)

Korelacijski koeficient Pomen

0,00- 0,20 Povezanosti ni

0,21 — 0,40 Nizka ali delna povezanost
0,41 -0,70 Srednja, zmerna povezanost
0,71 - 091 Visoka ali tesna povezanost
0,91 —-1,00 Zelo visoka povezanost

Iz podatkov grafov 9 in 10 lahko zaklju¢imo, da je med antioksidativno uéinkovitostjo ter
vsebnostjo skupnih fenolnih spojin pri hladno stiskanih oljih grozdnih pesk visoka ali tesna
povezanost, saj so korelacijski faktorji visoki (0,74-0,90).
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4.6 Dolocitev kislinskega ali nevtralizacijskega Stevila

Kislinsko ali nevtralizacijsko Stevilo izrazimo v miligramih kalijevega hidroksida, ki ga

porabimo za nevtralizacijo prostih kislin v enem gramu olja. Za izvedbo titracije smo

potrebovali: 1 L meSanice etanol — toluen (1 : 1), fenolftalein, 250 mL etanolne raztopine

kalijevega hidroksida ( ¢ (KOH) = 0,1 mol/L ), 15-krat 200 mL erlenmajerica, 2-krat bireta, 25

ml [£0,

025 mL], Analitska tehtnica [£0,001 g]

Priprava 0,1 M KOH

Najprej

smo si pripravili 0,1 M raztopino KOH. V 250 mL merilno bu¢ko smo do polovice

nalili etanol, vanjo zatehtali 1,400 g KOH in do oznake nalili etanol. Vse smo dobro

premesali in bucko ustrezno oznacili. Izratun: m(KOH) = ¢ x M x V= 0,1mol/L x 56,1 g/mol

x 0,250 L=1,401 ¢

Titracija vzorcev olja grozdnih pesk

1.

® N ok v

V 200 mL erlenmajerico zatehtamo 0,5 — 1,0 g vzorca. Maso zapiSemo v preglednico

21. Dodamo 50 mL topila etanol — toluen in dobro premeSamo.

Dodamo indikator fenolftalein.

Bireto do oznake 0,0 mL napolnimo z 0,1M KOH.

Pod erlenmajerico postavimo bel list papirja.

Titriramo do preskoka barve iz brezbarvnega v rahlo (obstojno) vijoli¢no barvo.
Titracijo smo izvedeli v 3. paralelkah.

Porabo KOH smo vpisali v preglednice 22-26.

V izrac¢un vzamemo popre¢no porabo KOH (v mL) za vsak vzorec.

4.6.1 Rezultati meritev

Preglednica 21. Mase olj za titracijo

Vzorec masa, [+ 0,001 g] masa, [+ 0,001 g] masa, [+ 0,001 g] Popre¢na masa
— 1. paralelka — 2. paralelka — 3. paralelka olja, [+0,002 g]
A 0,981 0,807 0,890 0,890
B 0,900 0,900 0,900 0,900
C 0,989 0,904 0,946 0,948
D 0,914 0,924 0,920 0,920
E 0,901 0,946 0,926 0,924
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Preglednica 22. Titracija vzorca A

Vzorec V(KOH), [£0,025 | V(KOH), [+0,025 | V(KOH), [+ 0,025 | Poprecna
mL] - 1. paralelka | mL] — 2. paralelka | mL] — 3. paralelka | prostornina KOH
[+ 0,05 mL]
V2 0,800 1,150 1,800
Vi 0,150 0,800 1,150 0,67
AV 0,650 0,700 0,650
Preglednica 23. Titracija vzorca B
Vzorec V(KOH), [£0,025 | V(KOH), [+0,025 | V(KOH), [+ 0,025 | Poprecna
mL] - 1. paralelka | mL] — 2. paralelka | mL] — 3. paralelka | prostornina KOH
[£ 0,050 mL]
V2 0,800 1,500 2,200
Vi 0,150 0,800 1,500 0,79
AV 0,650 0,700 0,700
Preglednica 24. Titracija vzorca C
Vzorec V(KOH), [£0,025 | V(KOH), [+0,025 | V(KOH), [+ 0,025 | Poprecna
mL] — 1. paralelka | mL] — 2. paralelka | mL] — 3. paralelka | prostornina KOH
[+ 0,050 mL]
V, 3,000 3,700 4,300
Vi 2,300 3,000 3,700 0,70
AV 0,700 0,700 0,700
Preglednica 25. Titracija vzorca D
Vzorec V(KOH), [+ 0,025 | V(KOH), [+ 0,025 | V(KOH), [+ 0,025 | Poprecna
mL] — 1. paralelka | mL] — 2. paralelka | mL] — 3. paralelka | prostornina KOH
[£ 0,050 mL]
Va2 4,900 5,250 5,550
Vi 4,600 4,900 5,250 0,32
AV 0,300 0,350 0,300
Preglednica 26. Titracija vzorca E
Vzorec V(KOH), [£0,025 | V(KOH), [+0,025 | V(KOH), [+ 0,025 | Poprecna
mL] — 1. paralelka | mL] — 2. paralelka | mL] — 3. paralelka | prostornina KOH
[+ 0,050 mL]
V2 4,150 4,600 5,100
Vi 3,700 4,150 4,600 0,47
AV 0,450 0,450 0,500

4.6.1 Izradun Kkislinskega §tevila (KS)

Primer izrac¢una kislinskega Stevila za vzorec A:

KS (mg KOH/g olja) _ V(KOH)x;(I((OOI;ICz;c M(KOH) _ 067mLx0,1 molx56,1g

= 0,00422 (0,42 %)

mol x 0,890 g x 1000 mL
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Preglednica 27. Izra¢un Kkislinskega Stevila

Vzorec KS (mg KOH/g %
olj)
A 0,00422 0,42
B 0,00492 0,49
C 0,00414 0,41
D 0,00195 0,20
E 0,00285 0,29

Iz preglednice 27 vidimo, da vsi vzorci ustrezajo Pravilniku o kakovosti rastlinskega olja,
rastlinske masti in majoneze (Ur. LRS 99/22; v nadaljevanju pravilnik), ki v svojem 16. ¢lenu
pravi, da morajo hladno stiskana olja iz grozdnih pesk, pridobljena iz pesk grozdja (Vitis
vinifera L.) vsebovati najve¢ 2 % prostih mas¢obnih kislin®. Vsa nasa olja niso imela enake
rumene barve, vendar vsa vsebujejo bistveno niZje vrednosti prostih mascobnih kislin kot je
zgornja meja v pravilniku. Napaka meritev, ki je predstavljena v poglavju 4.6.2 pokaze, da
eksperimentalna napaka ne vpliva na interpretacijo rezultatov; vsa olja so Se vedno krepko pod

2 % prostih mascobnih kislin.

Slika 11. Vzorci pred titracijo (levo) in ob ekvivalentni tocki (desno) (lasten vir)

4.6.2 Korelacija med vrednostjo skupnih fenolnih spojin in prostih mascobnih Kkislin
Na grafu 11 smo zdruZili podatke za vrednost skupnih fenolnih spojin in kislinska Stevila
OGP.
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Graf 11. Korelacija med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in kislinskim $tevilom hladno stiskanih olj
grozdnih pesk

9 Pravilnik navaja, da so proste ma3&obne kisline izrazene kot oleinska kislina.
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Korelacijski faktor = /0,6734= 0,82

Kot vidimo iz izraCuna korelacijskega faktorja je korelacija med vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin in kislinskim S$tevilom hladno stiskanih olj grozdnih pesk visoka (0,82) in sklepamo

lahko na tesno povezanost obeh dejavnikov oz. teh dveh lastnosti olj.

5 RAZPRAVA IN ZAKLJUCKI

Raziskave smo se lotili, ker izhajamo iz zelo vinorodnega okolisa, kjer bi bila pridelava OGP
lahko zelo zanimiva, saj so tudi koli¢ine grozdja, ki ga pridelamo, velike. Pridelava bi bila
zanimiva tako z okoljskega kot ekonomskega vidika, saj s tem zmanjSujemo koli¢ino odpadkov

in pridobivamo zdravju zelo koristne snovi.

V hipotezi ena smo predpostavili, da bo antioksidativna u¢inkovitost hladno stiskanih OGP v
popredju visji kot antioksidativna u¢inkovitost vzorcev hladno stiskanih oljénih olj. Ta hipoteza
se je izkazala za pravilno, saj so hladno stiskana olja grozdnih pesk pokazala za cca. 30 %
vi§jo zmoznost inhibicije radikala DPPH. Predpostavljamo, da olje grozdnih pesk ocitno
spremlja vi$ja vsebnost antioksidantov zaradi potrebe po zas¢iti oksidativno bolj izpostavljenih
mascobnih kislin. VVrednosti inhibicije DPPH radikala, izrazene v odstotkih, so se v povprecju,
po 10. minutah, gibale okoli 70 % pri oljih grozdnih pesk in le 40 % pri olj¢nih oljih. Resveratrol
je bil med vsemi preucenimi vzorci edina ¢ista snov, s stopnjo inhibicije DPPH radikala 80 %.
S tem smo potrdili tudi hipotezo tri, kjer smo predpostavili, da bo OGP imelo visoko

antioksidativno u¢inkovitost, vendar bo isti resveratrol deloval moc¢neje.

V hipotezi dve smo predvidevali, da bo vsebnost skupnih fenolnih spojin med posameznimi
olji grozdnih pesk razli¢na. Ta hipoteza se je izkazala za pravilno. Skupna vrednost fenolnih
spojin v oljih, dolo¢ena s F-C metodo, se je gibala 0,115 mg/g olja-0,340 mg/g olja. Te
vrednosti so bile sicer nizje od vrednosti, ki so jih dolo¢ili drugi raziskovalci, kar pripisujemo

dejstvu, da fenolnih spojin predhodno nismo ekstrahirali.

Preucili smo tudi, ali obstaja korelacija med AOU hladno stiskanimi olji grozdnih pesk in
vsebnostjo polifenolov v njih. Ugotovili smo, da se korelacijski faktorji gibljejo 0,74-0,90 kar
pomeni (zelo) visoko korelacijo in tesno povezanost. S tem smo potrdili tudi hipotezo Stiri,

kjer smo predvidevali, da obstaja srednje visoka korelacija med AOU in vsebnostjo polifenolov
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pri olju grozdnih pesk. Predvideli smo, da bo korelacija visja od 0,41, kar se je izkazalo za

pravilno.

V hipotezi pet smo predvideli, da bo vsebnost prostih mas¢obnih kislin v oljih grozdnih pesk
nizka (manj kot 2 %). lIzkazalo se je, da so vrednosti kislinskih stevil ali nevtralizacijskega
Stevila nizke, v razponu 0,20-0,49 %. S tem je potrjena je tudi hipoteza pet. Korelacijski
faktor med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in kislinskim Stevilom je bil ponovno visok —
0,82, kar kaze na visoko stopnjo povezanosti. Trigliceridi, kjer so vezane mas¢obne kisline, so

v veliki meri ostali stabilni in v letu dni ni prislo do njihove hidrolize ali oksidacije.

Najbolj zanimiva vzorca sta bila vzorec D, ki je v vseh treh kvantitativnih analizah pokazal
najboljse lastnosti ter vzorec E, ki je kazal najnizjo sposobnost inhibicije DPPH radikala, nizko
vrednost skupnih fenolnih spojin, vendar tudi nizko kislinsko $tevilo. Predvidevamo lahko, da
se je del antioksidantov (npr. polifenolov) v vzorcu E Ze oksidiral, vendar je olje $e vedno
ohranjalo svojo visoko kakovost, izkazano skozi nizko vrednost kislinskega Stevila, kar je lahko
dokaz, da so ta olja lahko odli¢ni konzervansi tako za Zivilske kot farmacevtske proizvode.

Zavedamo se, da bi za to trditev potrebovali §e dodatne analize, ki jih navajamo v poglavju 5.1.

5.1 Omejitve raziskave in dopolnitve

Glavna pomanjkljivost te raziskave je malo vzorcev olj, zato je rezultate tezko posplosevati. V
kraju, kjer zivimo, je registriranih 25 proizvajalcev vin in samo pet le-teh ob¢asno iz tropin
izlo¢i grozdne peske in ji preda v hladno stiskanje. Vecina pravi, da so proizvodni stroski visji
kot je dobicek, saj ve¢jega zanimanja za odkup teh olj po realni ceni (Se) ni. Zato je to obenem
tudi velika trzna niSa. Druga pomanjkljivost so tehnike dela, ki so nam bile na voljo v Solskem
laboratoriju. Kljub natan¢nosti pri delu, ponavljanju meritev in meritvah istega vzorca v vec
ponovitvah (paralelkah), so rezultati odstopali od meritev, ki so jih dobili drugi raziskovalci.
Kot dopolnitev bi v prihodnje poskusali narediti $e izolacijo fenolnih spojin iz olj, dolo¢iti
peroksidno Stevilo in jodno Stevilo ter IR spektroskopijo, da bi dobili vpogled v sestavo
razli¢nih preiskovanih olj. Zanimiva bi bila tudi izdelava izdelka iz olj grozdnih pesk. Prvi
kandidat je vzorec D, ki se je v meritvah izkazal za najbolj kvalitetnega. Krema za roke, bogata
z olji in antioksidanti, bi morda lahko bila nadgradnja, ki bi spodbudila nase vinarje, da grozdnih

pesk ne bi zavrgli.
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