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POVZETEK

Suhi luskolisti Cebule, ki jih pri procesiranju zelenjave in pripravljanju hrane
obravnavamo kot odpadek, vsebujejo velike koli€ine prostega kvercetina. Kvercetin
upocCasnjuje oksidacijo, deluje antioksidativno in bi se zato lahko uporabljal kot
sredstvo za podaljSevanje obstojnosti Zivil. 1z celic ¢ebule pridobimo kvercetin z
ekstrakcijo. Obstaja ve€ ekstrakcijskih metod in pri nasem raziskovalnem projektu
smo se osredotoCili na ekstrakcijo kvercetina z ultrazvo¢no kopeljo, ki sodi med
zelene nacine ekstrakcije. Le-to smo primerjali z ekstrakcijo kvercetina s stresanjem.
PreizkuSali smo tudi vpliv topila (etanola in vode) na ucinkovitost ekstrakcije
kvercetina kot poglavitne komponente antioksidativnih spojin v ekstraktu in preverili,
kako alkoholni oziroma vodni ekstrakti vplivajo na oksidativnho stabilnost oljnega
olja.

KLJUCNE BESEDE: antioksidanti, kvercetin, zelena ekstrakcija, konvencionalna
ekstrakcija, antioksidativna ucinkovitost, oljcno olje

ABSTRACT

The dry outer layer of onion, which is often considered as waste in vegetable
processing and while cooking food, contains large amounts of free quercetin.
Quercetin is an antioxidant, i.e. a substance which can slow down oxidation,
therefore it can be used as a preservative. To acquire quercetin it must be extracted
out of the plant cell. There are more ways to extract it and in our study we used an
ultrasound-assisted green extraction technique and compared it with extraction in a
shaker. We tested the influence of different solvents on extraction where quercetin
was assumed to be the principal antioxidant. The prepared extracts were also
examined for their effect on the oxidative stability of olive oil.

KEYWORDS: antioxidants, quercetin, green extraction, conventional extraction,
antioxidant effectiveness, olive oil



OKRAJSAVE IN SIMBOLI

MK masc€obna kislina

K absorbanca svetlobe pri dolo€eni valovni dolzini
SFE superkriticna ekstrakcija tekoc€in

PLE ekstrakcija s tekoCino pod tlakom

UAE ekstrakcija z ultrazvokom

MAE ekstrakcija z mikrovalovnim sevanjem

PEF ekstrakcija z impulzivnim elektri¢nim poljem
HVED ekstrakcija z visokonapetostno elektri¢no razelektritvijo
HHF ekstrakcija pod visokim hidrostati¢nim tlakom
R- alkilni radikal

O~ superoksidni anionski radikal

ROO- alkoksilni radikal

TO- tokoferolni radikal

GS- glutatilni radikal

H20. vodikov peroksid

Asc-~ askorbatni radikal

LH mascoba

LOO- deprotonizirana mascobna kislina

LO- deprotoniziran alkohol

L- molekula mascobe

LO aldehid

LOH alkohol

-OH hidroksilni radikal

LOOH mascobna kislina

An antioksidant

An- radikal antioksidanta

DPPH- 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil



1. UVOD S TEORETICNIM DELOM

1.1 CEBULA

Cebula (Allium cepa L. var. cepa) iz rodu Allium sodi glede na razliéno klasifikacijo
posamezne literature v druzino lilijevk (Liliaceae) (Osvald in Kogoj-Osvald, 1994;
JakSe, 2002) ali pa v druzino lukovk (Alliaceae) (JakSe, 2002). Je ena izmed
najstarejSih vrtnin. V Sredozemlje se je razsirila iz srednje in zahodne Azije. Slike in
zapise o Cebuli lahko najdemo v egipCanskih piramidah, pri anti¢nih umetnikih in v
kitajskih spisih. Poleg kulinari¢ne uporabe je bila ¢ebula Ze v preteklosti cenjena kot
zdravilna rastlina (PuSenjak, 2007).

Cebula je dvoletna, pogojno triletna rastlina in sodi med enokali¢nice (Jakse, 2002).
Poznamo tri nacine gojenja Cebule. Prvi nacin je sajenje CebulCka. V prvem letu se
iz semen vzgoji CebulCke oziroma majhne Cebulice, ki se jih posusi in naslednje leto
zgodaj spomladi posadi (PuSenjak, 2007). Pri drugem nacinu zelo zgodaj spomladi
neposredno na stalno mesto posejemo semena, ki so ¢rne barve in nekoliko
izdolZzene (PuSenjak, 2007) ali trikotne oblike (Jak3e, 2002). Pri tretiem nacinu iz
semen vzgojimo sadike, ki jih nato posadimo na stalno mesto (PuSenjak, 2007).
Cebulo izkopliemo iz zemlje, ko dosezZe tehnologko zrelost. Suho &ebulo je potrebno
ustrezno skladiséiti. Ce jo skladiéimo v vlaznem, pretoplem in slabo zraénem
prostoru, lahko pomrzne, zacne poganjati ali plesneti (Osvald in Kogoj-Osvald,
1994). Sorte Cebule lahko delimo v sorte kratkega dne in sorte dolgega dne.
Poznamo dve domaci selekciji, in sicer belokranjka in ptujska rdeca (JakSe, 2002).

Spodniji del rastline predstavlja skrajSano steblo oziroma €ebulni krozec, iz katerega
po propadu glavne korenine poZenejo nadomestne ali adventivnhe korenine. |z
Cebulnega krozca proti povrsju rastejo omeseneli luskolisti. Te obdaja prozorna ali
rahlo obarvana povrhnijica, celotna Cebulica pa je obdana s suhimi luskolisti, ki proti
vrhu iz Cebulnega vratu preidejo v zelene cevaste prave liste. Luskolisti so lahko vse
od bele, rumene, rdeckaste do vijolicno rdeCe barve (Jakse, 2002).



Slika 1: Rumena Cebula (zelenjava-pikapolonica.si, 2014)

Slika 2: Rdeca ¢ebula (Zeleni svet, 2016)

Rumena Cebula (Slika1) in rdeCa Cebula (Slika 2) sta najbolj uporabljeni ¢ebuli v
Sloveniji.
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1.2 SESTAVA CEBULE

Cebula vsebuije priblizno 89 % vode, 1,5 % proteinov, 9 % ogljikovih hidratov, ki jih
pretezno zastopata glukoza in saharoza, 0,1 % mascob in 0,6 % drugih snovi, med
katere sodijo aldehidi in ketoni, Zveplove spojine, ki vplivajo na aromo Cebule, encimi,
vitamini, minerali in fenolne spojine (Hui, 1992).

V Cebuli so prisotni vitamini B kompleksa, ki jim sledijo vitamini C, E, K in minerali:
kalij, kalcij in fosfor (Zitnik, 2007).

Cebuli daje znagilen vonj in aromo eteriéno olje alildisulfid. Poleg alildisulfida izmed
2veplovih spojin na znacilnosti ¢ebule vplivajo dipropildisulfid, metilpropiltrisulfid,
metilpropildisulfid, alilpropildisulfid, dimetildisulfid, dipropildisulfid in metil-cis-
propenildisulfid. Druge Zveplove spojine v Cebuli so Se tiosulfonska in tiocinska
kislina ter tiopropionaldehid, ki povzroc€a solzenje, ko rezemo ¢ebulo (Hui, 1992).

Med fenolnimi spojinami, ki se nahajajo v Cebuli, so najpogostejsi flavonoidi, med
katerimi je najpogostejSi kvercetin s svojimi derivati, ki deluje kot antioksidant
(Galdon in sod., 2008).

1.2.1 KVERCETIN

Molekulska formula: C1sH1007
IUPAC ime: 2- (3,4-dihidroksifenil) -3,5,7-trihidroksi-4H-kromen-4-on
Molska masa: 302.236 g/mol

Temperatura taliS¢a spojine: 316 °C
OH
OH

HO @)

OH
OH O

Slika 3: Strukturna formula kvercetina (https://en.wikipedia.org/wiki/Quercetin, 2020)

Kvercetin (C1sH1007) je aglikon, ki spada v skupino flavonoidov, natanéneje
flavonolov (Liin sod., 2016). Osnoven skelet molekule je 3-hidroksiflavon (D'Andrea,
2015), ki ima na pozicijah 3, 3', 4', 5, 7 vezano -OH skupino. Ko se na molekulo
kvercetina veze sladkor (glukoza, ramnoza, rutinoza), ga imenujemo glikozid
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kvercetina. Prosti kvercetin je precej slabo topen v vodi in bolje topen v alkoholih.
Topnost v vodi izboljSa vezava sladkorja na molekulo kvercetina (Li in sod., 2016).
Kvercetin je antioksidant in na podlagi oksidativnih lastnosti zmanjSa moznost za
nastanek kroni¢nih bolezni povezanih z oksidativnim stresom. Poleg tega se
kvercetinu pripisujejo tudi druge zdravju ugodne lastnosti, kot so protirakotvorno,
protivnetno, protialergijsko, protivirusno in protibakterijsko delovanje (D'Andrea,
2015).

Vrednost prostega kvercetina (Patil in Pike, 1995; Lee in Mitchell, 2011; Beesk in
sod., 2010) se povecuje od notranjih proti zunanjim slojem Cebule, pri Cemer ga je
najve¢ v suhih luskolistih, ker tam poteka encimska hidroliza glukozidov kvercetina
v prosti kvercetin (Beesk in sod, 2010). V jedilnem delu Cebule je najvec glukozidnih
derivatov kvercetina, med katerimi sta najpogostejSa kvercetin-3,4'-O-diglukozid in
kvercetin-4'-O-monoglukozid (Lee in sod., 2008; Lee in Mitchell, 2011). Najve¢
flavonoidov je v Zivih celicah prehodnega sloja, ker se v mrtvih celicah flavonoidi ne
morejo veC sintetizirati, v notranjosti pa se pocCasneje sintetizirajo zaradi
pomanjkanja svetlobe (Justino, 2017).

Med vrstami Cebul je s prostim kvercetinom najbogatejSa Salotka (Cheng in sod.
2013), ki ji po vrsti sledijo rde¢a Cebula (19.93 mg/100 g kvercetina v listih), rumena
Cebula (13.27 mg/100 g v listih) (S. Dmitrienko, V. Kudrinskaya, V. Apyari, 2012) in
bela ¢ebula (Cheng in sod. 2013).

Kvercetin se poleg v Cebuli nahaja tudi v drugih Zivilih rastlinskega izvora, kot so na
primer kapre, brokoli, jabolka in paradiznik (D'Andrea, 2015).

1.3 EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je kemijska metoda, ki omogocCa prenos molekul Zelene snovi iz trdne
zmesi ali raztopine v drugo tekoco fazo s pomocjo topila. Ekstrakcija iz trdnih snovi
(ekstrakcija trdno-tekoCe) temelji na razlicni topnosti posameznih spojin v
ekstrakcijskem topilu.

Ekstrakcija je osnovana na razlicni porazdelitvi snovi med ekstrakcijskimi topili in
torej temelji na razli¢ni topnosti snovi v dvo- ali ve€ faznih sistemih. Topnost snovi v
topilu je odvisna od njene sposobnosti tvorjenja vezi s topilom, pri Cemer ima velik
vpliv polarnost oz. nepolarnost topljenca in topila. Pri makromolekulah na topnost
vplivajo Se razmerje med polarnimi in manj polarnimi skupinami, njihov medsebojni
polozaj, geometrija molekule in prisotnost drugih snovi
(https://sl.wikipedia.org/wiki/Ekstrakcija).

Ekstrakcije snovi so neredko neekonomi¢ne, saj zahtevajo veliko ¢asa in energije,
hkrati pa so tudi okolju nevarne. Topila, ki jih uporabljamo pri konvencionalnih
metodah, so namreC pogosto toksi¢na. To je pripomoglo k razvoju tako imenovanih
postopkov zelene ekstrakcije, pri katerih se toksi¢na topila ne uporabljajo. Cilji
zelene ekstrakcije so poleg ucinkovitejSe porabe energije in skrajSanja Casa

12


https://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Kemijska_metoda&action=edit&redlink=1
https://sl.wikipedia.org/wiki/Molekula
https://sl.wikipedia.org/wiki/Snov
https://sl.wikipedia.org/wiki/Trdnina
https://sl.wikipedia.org/wiki/Trdnina
https://sl.wikipedia.org/wiki/Raztopina
https://sl.wikipedia.org/wiki/Teko%C4%8Dina
https://sl.wikipedia.org/wiki/Topilo
https://sl.wikipedia.org/wiki/Topnost
https://sl.wikipedia.org/wiki/Topnost
https://sl.wikipedia.org/wiki/Polarnost
https://sl.wikipedia.org/wiki/Makromolekula

ekstrakcije tudi poveCanje mase koncnega produkta, izboljSanje prenosa toplote,
manjSa velikost opreme, ki je potrebna za ekstrakcijo in varovanje okolja.

Principi zelene kemije, ki so glavni del postopkov zelene ekstrakcije, vkljuCujejo
realne analize za prepreCevanja oneshazevanja in nastajanja nevarnih odpadkov.
Temeljijo na varni zasnovi in sintezi produkta, uporabi netoksi¢nih topil in surovega
materiala iz obnovljivih virov ter izboljSani energetski ucinkovitosti (Bromberger
Sokuetta in drugi, 2018).

1.3.1 KONVENCIONALNE EKSTRAKCIJE

Konvencionalne vrste ekstrakcije so Soxhletova metoda, maceracija in parna
destilacija (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).

Soxhletova metoda vkljuCuje majhno koli¢ino suhega vzorca, preko katerega
pretakamol/izparevamo topilo. Ta proces veckrat ponovimo, dokler ekstrakcija ni
kon€ana. Ta proces je optimiziran in v veliko primerih se je izkazal kot ucinkovita
metoda, toda hkrati zahteva veliko Casa in predvsem topila (Bromberger Sokuetta in
drugi, 2018).

Pri maceraciji zmeljemo vzorce na manjSe delce, da se povec€a povrSina vzorca v
stiku s topilom. Nato se meSanica vzorca in topila premesa, da se pospesi difuzija in
odstranjevanje koncentrirane raztopine iz vzorca. Ta postopek se je izkazal za
enostavnega in uc€inkovitega in so ga zato dolgo €¢asa uporabljali pri pridobivanju
eteri¢nih olj ter drugih bioaktivnih spojin (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).

Parna destilacija je nacin ekstrakcije, s katerim pridobivamo hlapne frakcije v zivilih.
Zanjo ne potrebujemo organskih topil, temve¢ samo vodo in 6-8 ur ¢asa. Tehnika
vkljuCuje difuzijo vodne pare, toplotni razpad in hidrolizo. Z njo lahko fizi€no lo€imo
hlapne in nehlapne organske spojine. Hlapne spojine se nato iz matrice odstranijo z
azeotropsko destilacijo, nato se jih kondenzira, zbere in shrani v florentinski bucki.
Slabost parne destilacije je v tem, da je energijsko potratna in zahteva veliko Casa,
zaradi toplotnega razpada pa lahko pride do slabSe kakovosti in sprememb v sestavi
organskih komponent (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).
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1.3.2 ZELENE EKSTRAKCIJE

Med zelene ekstrakcije sodijo superkriticna ekstrakcija teko€in (SFE), ekstrakcija s
tekoCino pod tlakom (PLE), ekstrakcija z ultrazvokom (UAE), ekstrakcija z
mikrovalovi (MAE), ekstrakcija s pomocjo pulznega elektricnega polja (PEF),
ekstrakcija z visokonapetostno elektricno razelektritvijo (HVED) in ekstrakcija pod
visokim hidrostati¢nim tlakom (HHF) (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).

Za superkriticno ekstrakcijo teko€in je znacilno, da se pod visoko temperaturo in
visokim tlakom plini spremenijo v superkriticno tekocino, kjer ni mogoce razlikovati
med tekoCino in plinom. Tovrstne tekoCine imajo nizjo viskoznost od navadnih
tekoCin in se lazje Sirijo po matrici, imajo pa tudi nizjo povrSinsko napetost, ki
omogoca, da topilo hitreje prodre v trdno snov. NajpogostejSe superkriticne tekoCine
so COo, propan in stisnjen utekocinjen naftni plin. Tehniko se uporablja predvsem za
izolacijo nepolarnih bioaktivnih spojin (karotenoidi in lipidi). Pri ekstrakciji polarnih
spojin moramo dodati modifikatorje, kot so etanol, metanol, voda in aceton.
Prednosti te tehnike so, da je pridobivanje ekstraktov hitro, selektivno in da ne
zahteva posebnega CiSCenja, poleg tega pa se jo lahko izvaja tudi z majhnimi
koli¢inami vzorca in jo lahko neposredno poveZzemo z analitiCnimi kromatografskimi
tehnikami (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).

Ekstrakcija s tekoCino pod tlakom poteka pod viSjo temperaturo in tlakom, kar
omogoca lazji prodor topila v matrice. Tehnika je priviana za uporabo, ker omogoca
hitro ekstrakcijo ob manjSi porabi topil. Tako se jo uporablja za ekstrakcijo
antocianinov iz razli¢nih rastlin, obetavna pa je tudi pri ekstrakciji bioaktivnih spojin
iz sadja. Edina slaba stran je, da zahteva uporabo prefinjenih in§trumentov, ki lahko
delujejo pri visji temperaturi in tlaku (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).

Ultrazvok je vrsta zvoCnega valovanja, s frekvencami med 20 kHz in 100 MHz.
Ultrazvok povzro€a kavitacijo, kar pomeni nastajanje mehurckov, ki se Sirijo in na
koncu pocijo. Pospesuje tudi prenos toplote in snovi preko motenj v celicni steni, kar
vodi k boljSemu sprosS€anju ciljne spojine. Ekstrakcija z ultrazvokom tako vkljuCuje
dva glavna fizikalna pojava, in sicer difuzijo skozi celi€no steno in izpiranje prek
lomljenih celi€nih sten. Ultrazvok lahko deluje neposredno, kar pomeni, da med
virom ultrazvoka in tarCo ni ovir, lahko pa deluje tudi posredno, pri Cemer kot medij
najpogosteje uporabljamo vodo (ultrazvoéna kopel). Z ultrazvokom lahko ekstriramo
razliCne snovi, kot so esencialne mascobe, beljakovine, peptidi, barvila, pigmenti in
druge bioaktivne spojine. Prednosti ultrazvoka so, da je relativno enostaven za
uporabo in da zahteva relativno nizke nalozbe v primerjavi z drugimi nacini
ekstrakcije (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).

Mikrovalovi sodijo v elektromagnetni spekter valovanja, in sicer v obmocje od 300
MHz do 300 GHz z dvema med seboj pravokotnima nihajnima poljema. Tudi pri tem
nacinu ekstrakcije prodre topilo v matrico in povzroCi difuzijo. Z mikrovalovi, ki
oddajajo toploto, lahko pospeSimo prenos toplote in zmanjSanje toplotnega
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gradienta, kar privede do skrajSanja reakcijskega Casa, poveCanja donosa in
izboljSanja Cistosti v primerjavi z drugimi nacini ogrevanja. S to metodo tako lahko
lo€imo eteri¢na olja, antioksidante, pigmente, arome in tudi nekatere druge organske
spojine (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).

Pri ekstrakciji s pomocjo impulzivnega elektricnega polja prehaja elektri¢ni potencial
skozi celicno membrano in lo¢i molekule glede na njihovo napetost. Odbojnost
membrane tvori pore v membrani, kar poveCa njihovo prepustnost in s tem
ucinkovitost ekstrakcije. Tako lahko pridobivamo dragocene spojine iz razlicnega
sadja in zelenjave. NovejSe prakse so pokazale, da PEF sodi med zelene nacine
ekstrakcije, saj zdaj kot topila uporabljajo vodo in agrotopila (etanol, metilni estri
mascobnih kislin iz rastlinskih olj), poraba energije in rastlinskega materiala je
zmanj$ana, izvlecki so boljSe kakovosti ter bolj Cisti (Bromberger Sokuetta in drugi,
2018).

V tehniki visokonapetostne elektricne razelektritve se elektricna energija z
elektricnega vira vnese neposredno v vodno raztopino z dvema elektrodama, ki
ustvarita elektri¢no polje. To povzro¢i mehurékasto kavitacija , turbulenco in tlacne
udarne valove, ki poSkodujejo celice, pri Cemer se laZje sprostijo spojine iz celice.
Tehnika zaradi kavitacije spominja na ekstrakcijo s pomocjo ultrazvoka (Bromberger
Sokuetta in drugi, 2018).

Tehnologija visokega hidrostatiCnega tlaka deluje pri pritisku 200-1000 MPa.
Ustvarjena je bila kot alternativa toplotni obdelavi vzorcev, saj se s tem izognemo
senzori¢nim in fizikalno-kemijskim spremembam, ravno tako pa tudi spremembam v
sestavi hranil. Velja za zelen nacin ekstrakcije velja, ker zahteva samo elektri¢no
energijo in ne ustvarja odpadkov (Bromberger Sokuetta in drugi, 2018).
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1.4 PONOVNA UPORABA CEBULNIH ODPADKOV

Med Cebulne odpadke sodijo suhi luskolisti ¢ebule, zunanje plasti ¢ebule, korenine,
steblo in ¢ebule, ki so poSkodovane ali pa so premajhne, da bi bile komercialne.
Samo v EU nastane vec€ kot 500.000 ton ¢ebulnih odpadkov letno, zato so novi nacini
uporabe teh odpadkov zelo aktualni
(https://www.sciencedaily.com/releases/2011/07/110714073348.htm, 2018).

Zunanje plasti ¢ebule vsebujejo veliko prehranskih vlaknin, ki jih lahko dodamo
Zivilom, da izboljSamo vsebnost vlaknin in s tem njihovo hranilno vrednost. V
primerjavi z drugimi dodanimi prehranskimi vliakninami (pSeni¢na vlakna), se lahko
te uporabijo tudi pri »teksturno obcutljivih« Zivilih, kot so mleko in mlecni izdelki
(http://lwww.new-ag.info/03-6/focuson/focuson4.html, 2003).

Iz vlaken bele Cebule so izlocili tudi instantno zgoSc€evalno sredstvo, ki ima nizko
kalori€no vrednost in ne vsebuje mascob, beljakovin ali Skroba in ima potencialno
uporabnost pri hitrejSi pripravi hrane (http://www.new-ag.info/03-
6/focuson/focuson4.html, 2003).

Suhi luskolisti so ravno tako lahko vir prehranskih vlaknin, poleg tega pa lahko iz njih
izlus&imo Stevilne flavonoide, ki delujejo kot antioksidanti
(https://www.sciencedaily.com/releases/2011/07/110714073348.htm, 2018).

Cebulo lahko tudi kompostiramo, pri &emer moramo paziti, da jo zakopljemo vsaj 10
cm globoko v kompost, saj zaradi mocnih vonjav in arome privablja Skodljivce in
prostoZziveCe  zZivali, na kompostniku pa se pojavijo tudi glive
(https://homeguides.sfgate.com/can-compost-onions-72087.html, 2018). Vendar
zaradi Stevilnih zanimivih spojin, ki jih vsebujejo tovrstni odpadki, kompostiranje ni
najbolj u€inkovit nacin uporabe odpadne Cebule.

1.5 RADIKALI IN ANTIOKSIDANTI
1.5.1 RADIKALI

Radikali so snovi, ki nastanejo, ko pride do homolitske cepitve kovalentne vezi. Zanje
je potreben visok vlozek energije. Nastajajo ob toplotnem segrevanju, svetlobi in
ionizirajo€em sevanju. Radikali lahko reagirajo s stabilno spojino, pri Cemer sami
preidejo v neradikalsko obliko, prej stabilna spojina pa postane radikal. Ker tezijo k
temu, da bi dosegli stabilno stanje, so zelo reaktivni. Glavni radikali so hidroksilni
radikal (HO), alkilni radikal (R’), alkoksilni radikal (RO"), superoksidni anionski radikal
(O27), alkilperoksilni radikal (ROQO-), tokoferoksilni radikal (TO-), glutatilni radikal
(GS:), vodikov peroksid (H202) in askorbatni radikal (Asc-). Ti lahko v prevelikih
koliCinah povzroCijo oksidativni stres, kar pomeni nenadzorovano oksidacijo
biomolekul (Iris in drugi, 2014; Abramovic, 2011).
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1.5.1.1 OKSIDACIJA LIPIDOV

Redoks reakcija je reakcija, pri kateri se odvijata redukcija in oksidacija. Pri tem se
spremenijo oksidacijska Stevila elementov. Oksidacija je kemijska reakcija, pri kateri
se snovi, ki odda elektrone, poveCa oksidacijsko Stevilo. Redukcija je kemijska
reakcija, pri kateri se snovi, ki sprejme elektrone, oksidacijsko Stevilo zmanjsa.
Reducent je snoy, ki se oksidira. Oksidant je snov, ki se reducira. Mascobe razpadajo
v oksidacijskem procesu, ki ga imenujemo avtooksidacija. Avtooksidacija lipidov je
sestavljena iz vec€ razli¢nih faz:

1. Iniciacija

LH—L.

L-+ O, — LOO-

2. Propagacija

LO2+LH —>LOOH + L.

L-+ 02, —*L0O-:

3. Razvejanje

LOOH ——— > LO- +-OH
LO+LH+ O~ LOH + LOO-
OH+LH+0, — H>O +LOO-
4. Terminacija

An + LOO- — L OOH + An-
Primarni produkti avtooksidacije so mascobne kisline.

Poleg antioksidanta (An) lahko reakcijo avtooksidacije zaklju€i $e nastanek
neradikalnih produktov rekombinacije ali nesorazmernost radikalov in razpad
peroksida pri nastanku sekundarnih produktov avtooksidacije. Mednje spadajo
aldehidi, ketoni, furanoni, laktoni, ogljikovodiki, organske kisline in polimeri
(Ostrowska-Ligeza in drugi, 2010).

1.5.2 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so snovi, ki preprecujejo oksidacijo pomembnih bioloskih molekul, kot
so DNK, mascobne kisline ali beljakovine s prostimi radikali (Iris in drugi, 2014).

NajveC antioksidantov vsebujejo rastline, saj so zaradi fotosinteze najbolj
izpostavljene kisiku. Antioksidanti delujejo na vec razliénih nacinov. Nekateri
antioksidanti preprecCujejo nastanek radikalov, drugi so encimi, ki uniCujejo radikale,
nekateri so vodotopne molekule, ki reducirajo radikale, obstajajo pa tudi
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antioksidanti, ki absorbirajo elektrone ali odvecno energijo iz radikalov in jo razprsijo
znotraj svoje kompleksne liofilne strukture (Iris in drugi, 2014).

Med najbolj znane naravne antioksidante sodijo vitamin C (aksorbinska kislina),
vitamin A (retinol), vitamin E (a-tokoferol), karotenoidi in flavonoidi, ki sodijo med
rastlinske fenole (Iris in drugi, 2014).

Obstaja veC kot 8.000 razli¢nih rastlinskih fenolov. Najdemo jih skoraj v vseh
rastlinskih organih in so kljuénega pomena za rast in razvoj rastline. Pomembno
vlogo imajo tudi pri njihovem razmnoZevanju. Pomagajo tudi nadzorovati rast
debeline stebla, pigmentacijo rastline, hkrati pa jo SCitijo pred razlicnimi patogeni.
Najdemo jih tako v sadju in zelenjavi kot tudi v lubju olesenelih rastlin. Rastlinski
fenoli se delijo na benzojske kisline (galna kislina), cimetove kisline (kofeinska
kislina), flavone (apigenin), flavonole (kvercetin), flavanonole (taksolin) in flavanole
(katehin) (Tanase in drugi, 2019).

Poleg naravnih antioksidantov obstajajo tudi sintetiCni antioksidanti, ki jih
sintetiziramo v laboratorijih. Uporablja se jih kot konzervanse, ki preprecujejo
oksidacijo lipidov. Delimo jih na primarne in na sekundarne antioksidante (Yadav in
drugi, 2016).

1.6 OLJKA

Gojena oljka (Olea europea sativa) je drevo, ki je visoko okrog sedem metrov, z
gosto krosnjo, skoraj pepelnato sivim deblom, s stebrno svetlikajoCimi se listi in z
velikimi mesnatimi, ¢rnimi ali temno vijoliCastimi plodovi. Sodi v druzino oljnic, ki
obsega 22 rodov, ki jim pripada ve¢ kot 500 vrst, med njimi poleg oljke tudi jesen,
Spanski bezeg, forsitija in jasmin (Krese, 2001).

Izvira iz obmodcja bliznjega vzhoda, od tam pa se je z Grki in Rimljani razsirila tudi
drugod po Sredozemlju, drugod po svetu pa so jo spoznali Sele po dobi odkritij, in
sicer na obmocjih s sredozemskim podnebjem (Sancin, 1990).

Slika 4: Oljka (Delo, 2009)
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1.6.1 ZGRADBA OLJKE

Koreninski sistem oljke je moc€an, razrascen in Sirok, a hkrati tudi plitek. Koreninski
sistem, razmnoZevan vegetativno, je nekoliko bolj globok. Korenine oljke so znane
po tem, da imajo visoko regeneracijsko sposobnost, in sicer zaradi vegetativnih
korenin, ki izraS€ajo iz koreninskega vratu, ki povezuje koreninski sistem z deblom
(Sancin, 1990).

Panj je del rastline, ki ga najdemo nad koreninskim vratom. Dobro je opazen
predvsem na starejSih rastlinah, saj je pri njih panj razpokan in iz njega izras€ajo
mlajSi poganjki, ki jih imenujemo hiperplazije. Le-te lahko najdemo tudi na deblu,
vejah in neposredno pod tlemi starejSe rastline, iz njih pa se lahko razvijejo novi
poganijki in tako nastane nova rastlina (Sancin, 1990).

Deblo lezi med panjem in vejami in je pri mlajSih rastlinah celovito in zdravo, medtem
ko je pri starejSih rastlinah razpokano in razvejano. Deblo se pri oljki ne debeli
enakomerno, zaradi Cesar se drevo naguba, hkrati pa se debla zavijejo v obliki
polzevega vijaka, in sicer v levo (Sancin,1990).

Veje se pri oljki razvijejo nepravilno in nimajo pravega razporeda, kot denimo pri
¢esniji. Listi so na oljki stalno prisotni, saj je zimzelena rastlina (Sancin, 1990).

Listi ji odpadejo na vsakih dve do tri leta. Zgornja ploskev lista je temnozelena in
bleS€ec€a, spodnja pa ima srebrno beli odtenek in je prekrita z dladicami (Sancin,
1990).

Rastlina cveti junija, sami cvetovi so pri oljki dvospolni in se zdruzujejo v socvetja, ki
so v Casu cvetenja bele barve. I1zras€ajo ve€inoma iz enoletnih - kot tudi iz dvoletnih
ali triletnih vej (Sancin, 1990).

Plodovi so okrogle ali podolgovate oblike in tehtajo 2-9 g pri sortah za predelavo v
olje in 7-15 g pri sortah za vlaganje. Plod je sestavljen iz tanke kozZice (epikarp),
mesa, ki vsebuje olje (15-30 %), monosaharide, disaharide in polisaharide,
esencialne aminokisline, oleuropein, barvila in minerale (mezokarp), ter iz koScice
(endokarp), ki vsebuje eno do dve semeni (Sancin, 1990).

1.6.3 OLJKA V NASIH KRAJIH

Oljka se v Sloveniji nahaja predvsem v slovenski Istri, najdemo pa jo tudi v Vipavski
dolini in v Goriskih Brdih. Vodilne sorte na Slovenskem so istrska belica, italijanske:
leccino, frantoio, pendolino, pri namiznih oljkah pa ascolana in tenera, ki so
izpodrinile navadno belico, ¢rnico in bugo. Sredozemsko podnebje v Sloveniji ni
izrazito, zato so za naSe kraje znacilne Stevilne pozebe, ki drasticho zmanjSajo
Stevilo oljk v olj¢nih nasadih (leta 1929, leta 1956), hkrati pa vpliva na poseben von;
in aromo olj¢nega olja, zaradi ¢esar je to visoko cenjeno (Vesel in drugi, 2017).
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1.7 PRIDOBIVANJE OLJCNEGA OLJA
1.7.1 SPRAVILO PRIDELKA

Olj¢no olje pridobivamo iz plodov oljke, tj. oljk. Plodovom zacne narascati teza
priblizno dva meseca po oploditvi oziroma proti koncu julija ali v zaCetku avgusta, ko
se zacnejo v parenhimskih celicah nalagati mas¢obne celice v obliki oljnih kapljic.
Kasneje se njihovo Stevilo mocno poveca in pritiskajo citoplazmo proti celi¢nim
stenam in pri dozorelih plodovih se oljne kaplje pojavijo tudi v medceli¢nini. Ko zacne
vsebnost klorofila v plodovih padati, zaCnejo le-ti dozorevati. Plodovi dozorijo v
decembru, ko se tudi akumulacija olja upo€asni in pade vrednost reducirajoCih
sladkorjev na nizko raven (Buc€ar-Miklavci€ in drugi, 1997).

Cas optimalnega obiranja se pri posameznih sortah izredno razlikuje, a za ve&ino
sort, iz katerih pridobivamo olj¢no olje, je znacilno, da jih obiramo med oktobrom in
decembrom oziroma januarjem, pri ¢emer se z zgodnejSim obiranjem izognemo
vecini Skodljivcev in 8kodi, ki jo povzroCijo vremenske nevSecnosti in izboljSamo
kakovost olja na racun koli€ine le-tega (Bucar-Miklavci¢ in drugi, 1997).

Oljke lahko obiramo na vec¢ razlicnih nacinov. V vedjih nasadih obirajo plodove
strojno, kar zmanj$a stroSke obiranja na racun ucinkovitosti obiranja (na drevju lahko
ostane tudi 20 % plodov). Namizne oljke in oljke za visokokakovostna olja trgamo z
dreves. Tovrstne oljke so najkakovostnejSe, a je hkrati tudi stroSek obiranja najved;i.
Plodove lahko tudi pobiramo s tal, kar sicer zahteva manj ro¢nega dela, toda
pridelek, pobran na tak nacin, je najmanj kakovosten, saj se pomesa z zemljo in
umazanijo. Marsikje plodove Se vedno klatijo z dreves, vendar se ta nacin obiranja
opusca, ker lahko s klatenjem poskodujemo tako veje kot tudi plodove. Smukanije ali
Cesanje plodov z dreves je podobno trganju plodov z dreves, a ima nizje pridelovalne
stroSke in nizjo kakovost kot ro¢no obiranje (Veber, 2017).

Obrane plodove moramo &im prej vloziti ali iztisniti v olje, da ima to vecjo kakovost.
V primeru, da to ni mogoce, jih moramo uskladiSCiti v steriinem prostoru z nizko
relativno zra¢no vlago in temperaturo 7-10 °C (Bucar-Miklavc€ic in drugi, 1997).

20



1.7.2 PREDELAVA OLJCNIH PLODOV

Oljke stisnemo v olj¢no olje v oljarnah. Te morajo stati dale¢ od industrijskih srediSc¢,
saj ta izloCajo v okolje razne necistoCe, ki se lahko pomesSajo z oljem in mu
poslabsajo kakovost. Oljke prevazamo iz skladiS€ v oljarne v zra¢nih zabojih. Najprej
jih grobo ocistimo in odstranimo bolne in poSkodovane plodove ter tuje primesi. Nato
plodove operejo v posebnem pralnem stroju, ki odstranjuje tudi tuje primesi (Veber,
2017; Sancin, 1990).

Plodove nato drozgamo. Pri drozganju z mlinom zdrobimo celi¢no steno, da lahko
oljne kapljice izstopijo iz celice. Zazeleno je, da se meso ¢im bolj zmecka, hkrati pa
se koscica ne sme prevec zdrobiti, da se pri kasnejsi obdelavi lazZje izcedi most. Olive
lahko stiskamo z mlini s kamnitim mlinskim kamnom, Ceprav se danes zaradi hitrejSe
in cenejSe obdelave uporabljajo elektricni mlini (Sancin, 1990).

Mesenje je postopek v pridelavi olj€nega olja, pri katerem se majhne kapljice olja
zdruzujejo v vecje, kar kasneje omogoc€a lazje loCevanje olja od vode. Tega ni
potrebno narediti, Ce smo drozganje opravili z mlinskimi kamni (Sancin, 1990).

Mesenju sledi ekstrakcija olja iz drozge. To lahko ponemo s stiskanjem, s
centrifugacijo, s perkolacijo ali z dekantacijo, te nacine pa lahko tudi zdruzimo, da
dobimo boljSo kakovost in koli¢ino olja. Pri stiskanju drozgo stisnemo s preSami, da
se sprostita olje in vegetativna voda, ki ju pozneje med seboj lo€imo. Centrifugiranje
lo¢i med seboj oljcne tropine in olj¢ni sok, ki se ju nato lo€i v olj€no olje in
vegetacijsko vodo. Ekstrakcija s perkolacijo ali kapilarnim viekom izkoris€a princip
vecCje povrSinske napetosti na kovinah, kot jo ima voda. Pri tem v olju $e vedno
ostane nekaj vode, ki jo nato lo€imo od olja. Dekantacija deluje na sistemu izlo¢anja
olja z elektroforezo. Drozgo razred€imo z vodo in nato damo v bazen z dvema
elektrodama, ki razbijeta emulzijo, kar povzroci, da olje priplava na povrsje (Veber,
2017).

Olje nato lo¢imo od vode v separatorjih, ki izkori§€ajo centrifugalno silo, da locijo olje
od vode (Veber, 2017).

Olj¢no olje ima v sebi Se vedno nekaj usedlin, ki povzro¢ajo motnost olja. Olje lahko
precistimo s filtri ali pa poCakamo, da se usedline posedejo in ga nato pretocimo
(Veber, 2017).

Olje hranimo v temnem prostoru brez tujih vonjev in s temperaturo med 12 °C in
15 °C. Olje na vsakih Sest mesecev preto€imo, da se znebimo usedlin. Po enem letu
se mu pri¢ne kakovost slabsati (Sancin, 1990).
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Slika 5: Olj¢no olje (Delo, 2019)

1.8 SESTAVA OLJCNEGA OLJA

Olj¢no olje je sestavljeno predvsem iz triacilglicerolov (98 %), v manjSih koliinah pa
so prisotne tudi proste mascobne kisline, monoacilgliceroli in diacilgliceroli, glicerol
in v zelo majhnih koli¢inah (0,5-1 %) tudi negliceridne sestavine (Medved, 2015).

1.8.1 TRIACILGLICEROLI

Triacilgliceroli so sestavljeni iz glicerola, na katerega so vezane tri mas¢obne kisline,
ki se delijo na nasiCene, enkrat nenasiCene in na veckrat nenasicene mascobne
kisline. Sodijo med umiljive frakcije olivnega olja, kar pomeni, da lahko iz njih ob
prisotnosti mo¢ne alkalne raztopine naredimo milo. NajpogostejSe mascobne kisline
v olj€énem olju so oleinska kislina (55-83 %), linolna kislina (2,5-21 %), palmitinska
kislina (7,5-20 %), stearinska (0,5-5 %) in palmitoleinska kislina (0,3-3,5 %), v
manjsSih kolicinah pa so prisotne Se linolenska, araSidova, eikozenojska,
heptadekanojska, heptadecenojska, lignocerinska, behenska in miristinska kislina
(Medved, 2015).

Najbolj je v oljénem olju zastopan triacilglicerol, ki ima vezane tri oleinske kisline (40-
59 %). Temu sledijo triacilgliceroli, sestavljeni iz palmitinske-oleinske-oleinske
mascobne kisline (12-20 %), oleinske-oleinske-linolne mascobne kisline (12,5-
20 %), palmitinske-oleinske-linolne mascobne kisline (5,5-7 %) in stearinske-
oleinske-oleinske (3-7 %), v manjsih koli¢inah pa lahko najdemo tudi druge
triacilgliceride (Medved, 2015).

1.8.2 MINORNE KOMPONENTE GLICEROLNEGA IZVORA

Minorne komponente glicerolnega izvora sodijo med neumiljive frakcije oljénega olja.
Mednje sodijo monoacilgliceroli, diacilgliceroli in gliceroli, ki nastanejo pri hidrolizi
triacilglicerolov, pri kateri se iz triacilglicerola odcepijo molekule mascobne Kisline.
Pri hidrolizi nastanejo tudi proste mascobne kisline, ki niso vezane na glicerol ali na
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kak drug alkohol. Pri kemi¢ni obdelavi oljénega olja so v njem prisotne tudi trans
mascobne kisline (Medved, 2015).

1.8.3 NEGLICEROLNE SNOVI

V olj€nem olju so prisotne tudi Stevilne neglicerolne snovi, ki dajejo olju posebno
aromo, preprecujejo staranje olja in imajo pomemben vpliv na bioloSke funkcije v
CloveSkem telesu. Mednje spadajo triterpenski dialkoholi (uvaol in eritridiol), steroli
(sitosterol, 6-5-avenasterol, kampesterol), pigmenti (klorofil, karoteni, ksantofili), ki
vplivajo na barvo oljénega olja, ogljikovodiki (skvalen), tokoferoli (a-tokoferol, -
tokoferol, y-tokoferol, d-tokoferol), ki so glavni antioksidanti v oljih in mascobah,
alifatski alkoholi (dokozanol, tetrakozanol, heksakozanol, oktakozanol) in voski (estri
mascobnih kislin z mascobnimi alkoholi) (Medved, 2015).

Mednje spadajo tudi fenolne komponente, ki vplivajo na aromo z znacilnim grenkim
okusom in dodatno prispevajo k vrhunski stabilnosti oljcnega olja, saj so zelo mo¢ni
antioksidanti, kar pomeni, da tako kot tokoferoli zavirajo hidrolizo triacilglicerolov in
oksidacijo nenasicenih triacilglicerolov. Mednje spadajo oleuropein, ki poskrbi za
grenak okus oljénega olja, in ligstrozid, ki sta nastala kot sekundarna metabolita
sekoridoidov, luteolin in apigenin, ki sta nastala kot sekundarna produkta
falvonoidoyv, pinoresinol, 1-acetopinoresinol in 1-hidroksipinoresinol, ki so nastali kot
sekundarni metaboliti lignanov, in nekateri enostavni biofenoli, kot so galna kislina,
kavna Kkislina, cimetna kislina in ferulna kislina. Ligstrozid in oleuropein lahko
dodatno razpadeta na aromatske ogljikovodike tirosola in na hidroksitirosol, ki nimajo
vec€ antioksidativne uc€inkovitosti (Medved, 2015).

1.9 OBSTOJNOST OLJCNEGA OLJA

Olj¢éno olje se prvih Sest mesecev po predelavi imenuje oljéni most, v obdobju med
6 mesecev in 1 letom po predelavi se imenuje mlado olje, oljéno olje, ki je starejSe
od 1 leta, pa se imenuje staro olje. Olj¢na olja s starostjo izgubljajo dobre lastnosti,
kot sta sadezna aroma in obarvanost. Tako so po 12-18 mesecih precej slabSe
obarvana in bistra. DeviSka olj¢nha olja je zato priporocljivo hraniti od 12 do 18
mesecev, medtem ko lahko rafinirana olj¢na olja hranimo od 6 do 12 mesecev
(Buc€ar-Miklav¢ic in drugi, 1997).

Najpomembnejsi vzrok za kvar masti in olj je oksidacija. Primarni produkti oksidacije
lipidov so hidroperoksidi, ki so zelo nestabilni. Iz njih nastajajo sekundarni produkti
oksidacije, kot so ogljikovodiki, alkoholi, ketoni in aldehidi, ti pa se lahko oksidirajo
Se naprej do karboksilnih kislin.

Oksidacijska stabilnost olja ali mascobe je doloCena kot €as, potreben za dosego
kriticne toCke oksidacije (indukcijski ¢as). Odvisna je od individualnih znacilnosti olja,
kot so vsebnost nenasi¢enih mas€obnih kislin, vsebnosti naravnih antioksidantov,
sledi kovin in stopnje oksidiranosti. Da bi lahko dolocili stabilnost olja v krajSem €asu,
oksidacijo pospesSimo, na primer s poviSanjem temperature in izpostavljenostjo olja
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zraku ali kisiku. Zadnje Case je vse bolj razSirjena metoda rancimat, ki omogoca
avtomatizirano doloCevanje oksidacijske stabilnosti. Metoda je enostavna, zahteva
malo dela in minimalni nadzor med doloCevanjem. Vzorec olja termostatiramo pri
visoki temperaturi, najpogosteje pri temperaturi med 100 in 130 °C. Olje prepihujemo
z zrakom, ki ga vodimo v destilirano vodo. Po doloCenem €asu segrevanja zaCne v
olju kot produkt oksidacije nastajati med drugim tudi mravlji€na kislina, ki jo s tokom
zraka vodimo v destilirano vodo. Prevodnost vode se poveca, kar spremljamo s
pomocjo vanjo potopljenih elektrod. Indukcijski ¢as definiramo kot Cas, v katerem
dolo€imo prevoj krivulje prevodnosti destilirane vode, lahko pa tudi kot Cas, ko
prevodnost v destilirani vodi doseZe neko vnaprej izbrano vrednost.

1.10 MERITVE KAKOVOSTI OLJCNEGA OLJA
1.10.1 RAZVRSTITEV OLJCNIH OLJ

Olji¢na olja delimo na vel kategorij. Olja, ki jih pridobimo samo z mehanskim
obdelovanjem, sodijo med deviSka olj¢na olja, olja, ki jih pridobimo s pomocjo
kemijske obdelave, se imenujejo rafinirana olj¢na olja in olja, ki jih pridobimo s
pomocjo topil, imenujemo olja iz olj¢nih tropin (Vesel in drugi, 2009).

Devisko olj¢no olje delimo na ekstra devisko olj¢no olje, fino devisko olj¢no olje,
navadno devisko oljéno olje in na lampante olj¢no olje. Ekstra devisko olj¢no olje ima
najvisjo kakovost, fino devisko oljéno olje ima viSjo kakovost kot navadno devisko
olj¢no olje, medtem ko je lampante olj¢no olje slabe kakovosti in kot tako neprimerno
za prehrano (Bucar-Miklav¢ic in drugi, 1997).

Olja olj€nih tropin delimo na surovo olje olj¢nih tropin, ki je namenjeno rafiniranju,
rafinirano olje oljénih tropin, in na olje olj¢nih tropin, ki je meSanica rafiniranega olja
olj€nih tropin in deviSkega olj€nega olja (Bu€ar-Miklav¢i€ in drugi, 1997).

V trgovini lahko najdemo le olja naslednjih kategorij:

e cekstra devisko olj¢no olje, ki je bolj kakovostno, pridobljeno neposredno iz oljk
zgolj z mehanskimi postopki,

e devisko olj¢no olje, ki je pridobljeno neposredno iz oljk in zgolj z mehanskimi
postopki,

e olj¢no olje, ki je meSanica deviSkega olj¢nega olja in rafiniranega oljcnega
olja,

e olje iz olj¢nih tropin, ki je meSanica deviSkega oljcnega olja in olja iz olj¢nih
tropin (Bucar-Miklavc€ic in drugi, 1997).
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1.10.2 METODE OCENJEVANJA KAKOVOSTI IN PRISTNOSTI OLJCNIH OLJ

Vrsto olja in kakovostne razrede opredeljuiemo s kemijskimi doloCitvami in
senzoricnim ocenjevanjem doloCenih olj. S keminimi analizami ugotavljamo
kakovostne parametre in pristnost olj, medtem ko uporabljamo senzoricno
ocenjevanje le za deviska olj¢na olja (Buc€ar-Miklavéi¢ in drugi, 1997).

1.10.2.1 KEMIJSKE DOLOCITVE OLJCNIH OLJ

Preglednica 1: Merila pristnosti oljénih ol]

Vsebnost ;Z:Zli;s'dno K270 po
Vrsta olja prostih K232 K270 |absorpciji K
MK, % | MmO na Al20s
’ O2/kg

Ekstra devisko

. . M 1,0 M 10,0 M 2,5 M0,20 MO0,10 M 0,01
olj¢no olje

Fino devisko

. . M 2,0 M 10,0 M 2,6 M0,25 MO0,10 M 0,01
olj¢no olje

Navadno
devisko olj¢no|M 3,3 M 10,0 M 2.6 M0,25 MO0,10 M 0,01
olje

Lampante™ 1\ a5 IM100  M37 |M025 MOA1 |/
olj¢no olje
Oljéno olje M1,5 M7,5 M 3,3 M1,0 / M 0,13
Rafinirano

Y ) M 0,5 M2,5 M 3,4 M1,25 |/ M 0,16
olj¢no olje

Surovo olje

oljénih tropin m 2,0 / / / /

Rafinirano olje

Y . M 0,5 M 2,5 M 5,5 M25 |/ M 0,25
olj¢nih tropin

Olje oljénih

. M1,5 M7,5 M 5,3 M20 |/ M 0,20
tropin

* svetilno olje, ni za prehrano

V preglednici 1 predstavlja M najviSje dovoljene vrednosti, m pa najnizje dovoljene
vrednosti posameznih parametrov (Buc€ar-Miklav¢i€ in drugi, 1997).

25



1.10.2.2 SENZORICNO OCENJEVANJE

Senzori¢na analiza je znanstvena disciplina, ki meri, analizira in interpretira reakcije
na tiste znacilnosti Zivil, ki jih zaznamo s petimi osnovnimi Cuti: z vidom, okusom,
vohom, s sluhom in tipom. Sodobne metode senzori¢ne analize Zivil so povezane z
razvojem znanosti na podroCju analiznih metod zivil in fiziologije senzoriChega
zaznavanja videza in barve Zivil, vonja, okusa, teksture oziroma celovite arome Zivil
(Bucar-Miklav¢€ic in drugi, 2015).

Metoda za senzori€no ocenjevanje doloCa postopek ocenjevanja senzorinih
znacilnosti deviSkega oljcnega olja in razvrS€anje v kakovostne razrede. Metoda
dolo¢a merila za senzori¢no ocenjevanje deviSkega olj€nega olja, obsega poseben
besednjak in standardizirane pogoje za ocenjevanje. Aroma oljcnega olja je
definirana kot celovita kombinacija vonjalnih, okusalnih in trigeminalnih zaznav med
okuSanjem (Bucar-Miklav€ic in drugi, 2015).

Delo ocenjevalne komisije poteka v senzori¢nem laboratoriju, ki je zasnovan tako,
da zagotavlja delo v primernem, udobnem in standardiziranem okolju. Ta mora
vsebovati predpisane kozarce z vzorci (14-16 ml olja), ki so oznaceni z nakljuéno
izbranimi kombinacijami Stevilk ali ¢rk z neizbrisljivim pisalom brez vonja, urno
steklo, ocenjevalni list z navodili za njegovo uporabo, svin¢nik ali pero (za vnos
podatkov lahko tudi racunalnik), narezana jabolka za nevtralizacijo okusa in kozarec
vode sobne temperature. Kozarec mora biti temno obarvan, da barva, ki pri
senzoriCnem ocenjevanju sicer nima vpliva, ne bi vplivala na okus olja (Bucar-
Miklav€i€ in drugi, 2015; Bu€ar-Miklav¢€ic in drugi, 1997).

Ocenjevalna komisija (panel) je sestavljena iz vodje in osmih do dvanajstih
preizkuSevalcev, ki morajo biti usposobljeni, da razlikujejo med podobnimi vzorci
(Buc€ar-Miklav¢€ic in drugi, 2015).

Vzorci se ocenjujejo v standardiziranih kozarcih, pokritih z urnim steklom. Kozarci
vsebujejo 14-16 ml olja, segretega na 28-30 °C. NajprimernejSi ¢as za ocenjevanje
je zjutraj, saj se takrat vonji in aroma najbolje zaznavajo. PreizkuSevalec najprej
dvigne kozarec in ga zavrti, da se olje razporedi po notranji povrsini kozarca. Nato
sname urno steklo in z enakomernimi, po€asnimi in globokimi vdihi voha vzorec,
dokler si ne ustvari mnenja o njem (najve¢ 30 s). Nato da v usta majhen pozirek olja
(priblizno 3 ml) in ga razporedi po vsej ustni votlini, da zazna vse okuse olja. Na dan
se lahko ocenjuje najvec tri serije po Stiri vzorce, da se izognemo kontrastu, do
katerega bi priSlo, Ce bi vzorce ocenjevali enega za drugim. Ker se obcutljivost
okuSanja zaradi zaporednega pokuSanja izgubi, je treba ostanke olja odstraniti iz
ust. To storimo z ZveCenjem kosSCka jabolka, ki se ga nato izpljune v umivalnik. Usta
lahko tudi poplaknemo z vodo sobne temperature (Buc€ar-Miklavéi¢ in drugi, 2015).

Pozitivne vonjave oljcnega olja so sadezno, grenko in pikantno, medtem ko so
negativne vonjave oljnega olja pregreto, plesnivo/vlazno, morklja, zakisano,
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kovinsko, po segretem ali zazganem, seno/les, grobo, strojno olje, rastlinska voda,
slanica in Crvivo (Bucar-Miklav¢ic in drugi, 1997).

Ekstra devisko oljcno olje ima prevladujo¢ vonj po zelenem z dodatkom vonja po
pekoCem, sladkem in sadeznem, deviSko oljcno olje ima vonj po zelenem z
dodatkom vonja po trpkem, gorcici, sladkem in po razlicnem sadju. Olje z napako
zakisano ima prevladujo¢ vonj po kislem, vsebuje pa tudi vonjave po lesu, Zarkem,
sladkem, vinu in plesni. Olje z napako pregreto/morklja ima vonj po pregretih
plodovih, po gnilem, sadnem, kislem in Zarkem, olje z napako plesnivo/vlazno ima
vonj po plesnivem, po milu, po lesu in po zemlji, olje z napako Zarko pa ima vonj po
Zarkem, po masti, po olju, po lesu in po kislem (Bucar-Miklav¢i€ in drugi, 2015).

Vodja panela nato uredi podatke. Kot srednja vrednost je pri ocenjevanju kakovosti
najuporabnejSa mediana, ker osamelci ne vplivajo na njeno vrednost. Na podlagi
mediane napak in mediane sadeznosti nato razvrstimo olj¢na olja v posamezne
kategorije. Ekstra deviSko oljcno olje ima mediano napak enako O in mediano
sadeznosti vecjo od 0, devisko oljéno olje ima mediano napak vecjo od 0 in manj$o
od 3,5 in mediano sadeznosti vecjo od ni¢, lampantno olj¢no olje pa ima mediano
napak vecjo od 3,5; v primeru, da je mediana napak manj$a od 3,5, pa mora imeti
mediano sadeznosti enako ni¢ (Bucar-Miklav€ic in drugi, 2015).

1.11 VPLIVI OLJCNEGA OLJA NA ZDRAVJE

Olj¢no olje dokazano pomaga vzdrzevati funkcije sréno-Zilnega sistema, prehrana
na osnovi oljtnega olja pa pripomore k izboljSanju fizioloSkih funkcij sréno-zilnega
sistema, k zdravju srca, zmanjSuje oksidativni stres in izboljSa stanje krvnih lipidoyv,
zmanjSuje tudi tveganje za nastanek koronarne sréne bolezni. Namesto nasienih
mascob raje uzivajmo oljcno olje, saj tako pripomoremo k zmanjSanju ravni
holesetrola v krvi (Vesel in drugi, 2017).

OljCni biofenoli imajo veliko bioloSko uporabnost predvsem kot antioksidanti, ki
zmanjSujejo oksidativni stres, ki je posledica Cezmernih oksidacijskih procesov v
nasem telesu. Koncentracija kon¢nih razpadnih produktov olj¢nih biofenolov v krvi
in s tem povezana ucinkovitost le-teh v telesu, je zelo odvisna od oblike, v kateri jo
zauzijemo. Pri biofenolih v olj¢énem olju je tako najbolj primerno, da jih zauzijemo v
obliki oljcnega olja, saj so raziskave pokazale, da je bioloSka uporabnost snovi vecja,
Ce jih uzijemo v izvorni obliki. Pri oljcnem olju namrec¢ pride do sinergije med
sekoridoidi, flavonoidi, lignani in alfa-tokoferolom (vitamin E). Biofenoli lahko tudi
zaustavijo ali vsaj zmanjSajo rast raka. Glede na antioksidativno stanje olja lahko
karotenoidi delujejo antioksidativno ali prooksidativno (Vesel in drugi, 2017).
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2 HIPOTEZE

1. Suhi liofilizirani ¢ebulni ekstrakti bodo ucinkovitejSi pri ohranjanju oksidativne
stabilnosti oljcnega olja kot suhi ¢ebulni listi.

2. Etanolni ekstrakti ¢ebulnih listov bodo imeli viSjo antioksidativno ucinkovitost
kot vodni ekstrakti Cebulnih listov.

3. Cebulni ekstrakti, ki smo jih pridobili s pomogjo ultrazvoénih valov, bodo
vsebovali ve¢ fenolnih spojin kot ¢ebulni ekstrakti, ki smo jih pridobili s
stresanjem.

4. Tako ekstrakti kot suhi listi bodo imeli pri uporabljenih koncentracijah negati-
ven vpliv na senzori¢ne lastnosti olj€nega olja.
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3 POSTOPKI PRI RAZISKOVALNI NALOGI

3.1 PRIPRAVA MATERIALA

Pri raziskovalnem delu smo uporabljali suhe luskoliste navadne Cebule, ki smo jih
pridobili kot odpad iz gostinskega obrata. Najprej smo locCili suhe luskoliste od
preostalega dela Cebule in jih posusili. Nato smo posusene liste zmleli s kavnim
mlin€kom in nato e dvakrat po eno minuto s kroglicnim mlinom (Retsch MM 400)
pri frekvenci 300/s. V vsaki kapsuli so bile 4 ¢ajne Zlicke suhih listov in 4 kroglice s
premerom 15 mm.

Slika 6: Cebulni listi pred (posodica spodaj) in po mletju (posodica zgoraj) s
krogli€nim mlinom

3.2 EKSTRAKCIJA

Pri ekstrakciji smo najprej v 50 ml epruveto zatehtali 3 g zmletih posusenih listov in
nato dodali 30 ml topila ter raztopino dobro premesali na vrtincniku. Ker smo naredili
dva nacina ekstrakcije pri dveh razli¢nih topilih in naredili tri vzorce na isti naCin
ekstrakcije pri enem topilu, smo uporabili dvanajst 50 ml epruvet in 36 g listov. Topili,
ki smo ju uporabili, sta bili MiliQ voda (bidestilirana voda) in 70 % raztopina etanola
v MiliQ vodi.

Polovico raztopin smo nato 30 minut stresali na stresalniku, drugo polovico pa za 30
minut potopili v ultrazvo€no kopel, ki je delovala s frekvenco 40 kHz in z mocjo 100
W. Temperaturo smo ohranjali med 12 in 15 °C tako, da smo vodi v ultrazvocni kopeli
dodajaliled. Ko smo koncali s stresanjem oziroma z ultrazvocno kopeljo, smo vzorce
dali v centrifugo za 10 minut pri 3800 obratih/min in nato topilo z raztopljenimi
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snovmi odlili v ustrezno oznaene menzure. V epruvete, v katerih je ostal sediment,
smo nato Se enkrat dodali topilo, jih stresali ali dali v ultrazvo¢no kopel za 30 minut
in centrifugirali deset minut pri 3800 obratih/min, topilo pa odlili v menzuro, v kateri
je bilo topilo po prvem centrifugiranju. Ta postopek smo ponovili e enkrat in ko smo
Se tretji€ odlili topilo, smo dobili celoten ekstrakt, ki smo ga prefiltrirali preko filtrirnega
papirja ter izmerili prostornino prefiltriranega ekstrakta.

Slika 8: Ekstrakcija s stresanjem na stresalniku (Kambi¢, WB-30 STE)
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Vodni ekstrakt smo odpipetirali v 15 ml epruvete in jih shranili v zamrzovalniku pri
temperaturi — 80 °C. V vsako epruveto smo odpipetirali 5 ml vodnega ekstrakta.
Vodni ekstrakti so bili tako pripravljeni za liofilizacijo.

Etanolnim ekstraktom smo morali pred liofilizacijo Se odstraniti topilo etanol. To smo
naredili z odparevanjem topila na rotavaporju. Rotavapor (Buchi) je naprava, pri
kateri z znizevanjem tlaka dosezemo, da poteCe destilacija tudi pri nizZjih
temperaturah, ker imajo tekocine pri nizjem tlaku nizjo temperaturo vrelis¢a. To je
zelo pomembno za koncentriranje raztopin s spojinami, ki so nestabilne pri visjih
temperaturah. Temperatura vreliS€a topila pri nizkem tlaku je odvisna od lastnosti
topila.

Topilo z raztopljenimi snovmi damo v bucko, ki jo vstavimo v rotavapor. Zacetni
zracni tlak v rotavaporju postopoma znizujemo, vendar pazimo, da topilo ne zavre.
Ko opazimo prve destilirane kapljice etanola v hladilniku in zbiralni bucki, tlak
ustalimo in ob konstantnem vrtenju bucke v vodni kopeli pri 45 °C pustimo, da etanol
izhlapi. Ko se to zgodi, izklopimo rotavapor, preliemo preostanek raztopine v
menzuro, izmerimo prostornino raztopine in celotno raztopino razdelimo 8 mL
alikvote v 15 mL epruvete. Etanol, ki je pri procesu nastal, odlijemo stran. Raztopine
v epruvetah nato zamrznemu v zamrzovalniku pri temperaturi - 80 °C. Tako so vzorci
pripravljeni za liofilizacijo.

Vzorci v epruvetah vsebujejo nekaj vode, ki jo moramo odstraniti za pridobitev
suhega ekstrakta. To po€nemo z liofilizacijo. Vzorce damo v liofilizator (Christ Alpha
1-2 LDplus), ki susi pri temperaturi - 50 °C in pri visokem vakuumu, kar povzroc€i, da
voda v vzorcih sublimira in tako ostane le suhi liofilizirani ekstrakt ¢ebulnih listov.

Slika 9: Liofilizator (Christ Alpha 1-2 LDplus)
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3.3 DDPH METODA

DDPH test je ena izmed najstarejSih metod za dolocitev sposobnosti antioksidantov
za lovljenje radikalov. DolocCitev temelji na reakciji med stabilnim radikalom 2,2’-
difenil-1-pikrilhidrazil(DDPH.) in antioksidantom. Antioksidant odda vodikov atom in
DPPH- preide v nereaktivno obliko 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH-H). Radikal
DDPH- absorbira svetlobo pri valovni dolzini 517 nm. UcCinek preiskovanih
antioksidantov na vsebnost radikala pri razliénih koncentracijah antioksidanta
doloc¢imo tako, da s spektrofotometrom izmerimo zniZanje absorbance pri ustrezni
valovni dolZini. ZniZzanje absorbance je posledica spremembe barve iz vijoliCnhe v
rumeno, ko preide radikal DDPH- v stabilen radikal DPPH-H (Abramovi¢, 2011).

N—N NO,

Slika 10: Strukturna formula radikala DDPH-

3.3.1 REAGENTI IN TOPILA

Raztopina DDPH- (0,1 mmol/L): zatehtamo 1,97 mg DDPH-, prenesemo v 50 ml
bucko in nato 96 % etanol dolijemo do oznake. Reagent je obstojen najvec 2 dni.

3.3.2 POSTOPEK DOLOCANJA ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI CEBUL-
NIH EKSTRAKTOV

Najprej smo raztopili vzorce liofiliziranih ¢ebulnih ekstraktov. Etanolna &ebulna
ekstrakta, ki smo ju pridobili s stresanjem in z ultrazvokom, smo najprej raztopili v 3
ml 70 % etanola, koncentracija raztopljenega ekstrakta je bila tako pri etanolnem
ekstraktu, ki smo ga pridobivali s stresanjem, 23,8 mg/mL, pri etanolnem ekstraktu,
ki smo ga pridobili z ultrazvokom, pa 41,14 mg/ml. Nato smo etanolni Cebulni
ekstrakt, pridobljen z ultrazvokom, redCili s 70 % etanolom, tako da smo dobili 60x,
50x, 40x, 30x, 20x, 15x, 10x, 8%, 6x in 4x redCene raztopine Cebulnih ekstraktov. Za
doloCanje antioksidativne ucinkovitosti smo tako analizirali raztopine etanolnega
ekstrakta iz ¢ebulnih listov v razponu od 0,686 mg/mL do 10,29 mg/mL. Etanolne
Cebulne ekstrakte, pridobljene s stresanjem, smo razredcili s 70 % etanolom, tako
da smo dobili 30 x, 20 x, 15 x, 10 x, 8 x, 6 x, 4 x in dvakratne razredcitve, kar pomeni,
32



da smo analizirali raztopine s koncentracijo ekstrakta v razponu od 0,793 mg/mL do
11,900 mg/mL. Voden ekstrakt ¢ebulnih spojin, pridobljen z ultrazvokom, smo najprej
raztopili v 1,8 ml bidestilirane vode, koncentracija ekstrakta je bila tako 10 mg/mL,
medtem ko smo vodne ekstrakte, pridobljene s stresanjem, raztopili v 2,5 ml
bidestilirane vode, koncentracija ekstrakta je bila tako 7,2 mg/mL. Nato smo obe vrsti
vodnih ekstraktov razredcili tako, da smo dobili 10 x, 5 x, 3 x in 2 x razredcCitve
raztopin.

Nato smo v posamezno epruveto odmerili najprej 2,9 ml 0,1 mM raztopine DDPH- in
nato 0,1 ml ustrezno razred€enega vzorca. Vsebino smo premesali na vrtin€niku in
po 30 min inkubacijske dobe v temi na sobni temperaturi pomerili absorbanco pri
517 nm proti slepemu vzorcu. Slepi vzorec je bila 96 % raztopina etanola. Kontrolni
vzorec smo pripravili tako, da smo v kiveto odmerili 2,9 ml 0,1 mM raztopine DDPH-
in nato 0,1 ml 96 % raztopine etanola. Vsebino smo nato premesali na vrtincniku in
nato izmerili absorbanco pri 517 nm proti slepemu vzorcu.

Antioksidativno sposobnost ekstrakta izrazimo kot koncentracijo ekstrakta, ki zniza
zacetno koli¢ino DPPH' radikala za polovico, to je efektivha koncentracija, EC50pppH.

3.4 FOLIN-CIOCALTEUJEVA METODA

Folin Ciocalteujeva metoda se tradicionalno uporablja za dolocitev skupnih fenolnih
spojin. Dejansko metoda opiSe sposobnost antioksidanta, saj temelji na sposobnosti
preiskovalne spojine, da odda elektron, ki reducira molibden v kompleksu
fosfomolibden/fosfovolfram. Donor elektrona je fenoksidni anion (AO), ki nastane pri
alkalnih pogojih po deprotonaciji -OH skupine v molekuli fenolne spojine. Reducirana
oblika kompleksa, ki modro obarva reakcijsko zmes, absorbira svetlobo pri valovni
dolzini 765 nm. Vsebnost omenjenega kompleksa pri razlicnih koncentracijah
antioksidanta dolo¢imo spektrofotometri¢no. Vecja vrednost za absorbanco pokaze
na boljSo redukcijsko sposobnost preiskovanih polifenolov. Slabost Folin
Ciocalteujeve metode je v tem, da FC reagent reagira z vsemi fenolnimi -OH
spojinami, vklju€no z aromatskimi aminokislinami in z reducirajoCimi zvrstmi, kot so
aksorbinska kislina, reducirajo€i sladkorji in organske kisline (Abramovic, 2011).
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3.4.1 PRIPOMOCKI

50 ml epruveta

100 ml bucka

15 ml epruveta

steklene epruvete
avtomatske pipete
vrtinCnik

analitska tehtnica
spektrofotometer

1,5 ml Eppendorf epruvete
centrifuga

kapalka
3.4.2 REAGENTIIN TOPILA

Folin Ciocalteujev reagent (FC), ki je razredCen z bidestilirano vodo v razmerju 1:2,

20 % raztopina natrijevega karbonata (Na2COs): v 50 ml epruveto zatehtamo 4 g
Na2COs in nato dodamo 16 g vode ter meSamo, dokler se topljenec ne raztopi

bidestilirana voda
raztopina 70 % etanola

raztopina galne kisline (0,01 mg brezvodne galne kisline/ml)
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3.4.3 POSTOPEK DOLOCANJA SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN S FOLI-CIOCAL-
TEUJEVO METODO

3.4.3.1 UMERITVENA KRIVULJA

Pri Folin Ciocalteujevi metodi najprej pripravimo umeritveno krivuljo. V Eppendorfove
epruvete odmerimo reagente v naslednjem vzorcu:

0,2 ml raztopine ustrezno razredCene galne Kkisline (topili: bidestilirana voda,
raztopina 70 % etanola)

0,125 ml red€enega Folin Cioclateujevega reagenta
0,125 ml raztopine 20 % raztopine Na2CO3
0,55 ml bidestilirane vode

Eppendorfove epruvete nato premesamo in pustimo v temi za 40 minut. V primeru,
da je raztopina motna, jo nato centrifugiramo pri 13000 RCF (Relative Centrifugal
Force) za deset minut. Nato raztopini pomerimo absorbanco pri 765 nm proti
slepemu vzorcu.

Slepemu vzorcu namesto razredCene raztopine galne kisline na zacetku odmerimo
0,2 ml bidestilirane vode ali raztopine 70 % etanola.

3.4.1.2 FOLIN CIOCALTEUJEVA METODA

Ko imamo umeritveno krivuljo pripravljeno, lahko opravimo Folin Ciocalteujevo
metodo Se z raztopljenimi liofiliziranimi ekstrakti ¢ebulnih listov in dolo€imo skupne
fenolne spojine. Pri tem v Eppendorf epruvete odmerimo reagente po enakem
zaporedju kot pri pripravi vzorcev za umiritveno krivuljo, s tem da namesto
razredCene raztopine galne kisline dodamo ustrezno razred&en vzorec liofiliziranega
Cebulnega ekstrakta. Vodni ekstrakt, ki je bil pridobljen s stresanjem, raztopimo v 5
ml bidestilirane vode in nato 10 x red¢imo. Vodni ekstrakt, pridobljen z ultrazvokom,
raztopimo v 10 ml bidestilirane vode in nato 10 x red€imo. Obe vrsti etanolnih
Cebulnih ekstraktov raztopimo v 10 ml 70 % etanola in nato 100 x red¢imo.
Eppendorf epruvete ravno tako pustimo za 40 minut v temi, raztopljene vzorce v njih
centrifugiramo in pomerimo absorbanco pri 765 nm proti slepemu vzorcu. Skupne
fenolne spojine izrazimo kot ekvivalent mase galne kisline, preraCunane v ekstraktu
oz. prahu €ebulnih listov.
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Slika 11: Spektrofotometer (Hewlett-Packard 8453)
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3.5 RANCIMAT TEST

Rancimat test je priznana metoda dolo¢anja oksidativne stabilnosti razli¢nih lipidnih
sistemov. Posredno omogoc€a raziskave ucinka dodanih spojin oz. izvleCkov z
antioksidativnim delovanjem na napredovanje oksidacije v lipidnih sistemih.
Rancimat test je elektrokemijska metoda, ki temelji na spremembah elektrolitske
prevodnosti vodne raztopine, v katero uvajamo mascobne Kisline, ki so nastale kot
posledica oksidativnega procesa v lipidnem sistemu (Abramovic, 2011).

3.5.1 POGOJI DELOVANJA RANCIMATA

Rancimat je pri nasih poskusih deloval pri temperaturi 120 °C in ob zraénem toku 20
I/h. Najvedji Cas merjenja je bil nastavljen na 30 ur.

3.5.2 POSTOPEK

V oljéno olje dodamo Cebulni ekstrakt tako, da je v olju 2,5 mg ekvivalenta galne
kisline/ ml olja. Suspenzijo nato premeSamo, damo v ultrazvo¢no kopel in stresamo,
da se ekstrakt raztopi v olj€énem olju. Zatem vzorec centrifugiramo 10 min pri 3800
RPM, da ekstrakt, ki se ne raztopi, oblezi na dnu. Nato odpipetiramo 3 mL oljénega
olja z ekstraktom v epruveto, ki jo vstavimo v rancimat. Vanj vstavimo tudi ¢aso s 60
mL bidestilirane vode.

Oksidativno stabilnost oljcnega olja smo merili tudi z dodatkom zmletih ¢ebulnih
listov. V 15 mL plasti¢no epruveto smo dodali 1,3 g listov (koli¢ina skupnih fenolnih
spojin je 2,5 mg ekvivalenta galne kisline/ ml olja), v 50 mL epruveto pa smo dodali
2,25 g listov, obema dodali 10 mL olj€nega olja, kar je pomenilo, da je bila vrednost
skupnih fenolnih spojin 4,3 mg ekvivalenta galne kisline/ ml olja. Vse skupaj smo
premesali in pustili ez no€. Naslednji dan smo vzorce olja z dodanim prahom
Cebulnih listov centrifugirali 10 min pri 4000 obratih/min. 3 ml olja z dodatkom
Cebulnih listov smo odpipetirali v reakcijsko celico rancimata. V merilno celico smo
dodali 60 ml bidestilirane vode.

3.5.3 SESTAVA IN DELOVANJE RANCIMATA

Rancimat sestavljata termostatsko kontroliran del in merilna celica, ki sta med seboj
povezana s cevko, po kateri se pretakajo masCobne kisline. Mascobne kisline
nastanejo pri oksidativni razgradnji lipidov, ki je v rancimatu ob stalnem dotoku kisika
v lipidni sistem in ob visoki temperaturi veliko hitrejSa. Tok zraka nato mascobne
kisline potisne po cevki v merilno celico, ki vsebuje prevodno celico, potopljeno v
bidestilirano vodo. Merilna celica meri prevodnost v vodni raztopini, saj se z
disociacijo mascobnih kislin v bidestilirani vodi povecuje.
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Slika 12: Rancimat (Metrohm, 743 Rancimat)

Slika 13: Nastanek masc&obnih kislin v merilni celici (Loyall)

A

Slika 14: Reakcijska celica in merilna celica (Loyall)
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4 REZULTATI

4.1 UCINKOVITOST EKSTRAKCIJE

Preglednica 2: Koliina pridobljenega

(volumen mokrega

in masa suhega

liofiliziranega) Cebulnega ekstrakta ter uCinkovitost ekstrakcije glede na vhodno
maso suhih luskolistov.

Vrsta Volumen Masa Masa  Cebulnih | Delez

topila/nacin pridobljenega | suhega listov, iz katerih | suhega

ekstrakcije mokrega ekstrakta smo pridobili | ekstrakta
ekstrakta (mg) ekstrakt (g) glede na
(mL) maso suhe

snovi (%)

voda/ stresanje | 235 827 9,000 9,19

voda/ ultrazvok | 240 776 9,000 8,62

70 % etanol/ | 240 815 9,000 9,06

stresanje

70 % etanol/ | 244 1073 9,000 11,92

ultrazvok

Na podlagi rezultatov v preglednici 2 lahko sklepamo, da je najbolj uCinkovita
ekstrakcija z uporabo 70 % etanola in ultrazvoka. Pri drugih nacinih ekstrakcije ni
videti opaznejsih razlik.
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4.2 DDPH- METODA

Sposobnost lovljenja radikala DDPH- in s tem antioksidativno ucinkovitost ekstraktov
Cebulnih listov smo izrazili kot koncentracijo antioksidantov, ki je potrebna, da se
zacCetna koliCina DDPH- radikala zmanjSa za 50 %. Vecja kot je EC50 v reakcijski
mesanici, manj ucinkovit je ekstrakt v lovljenju radikala DDPH- in ima tako manjSo
antioksidativno ucinkovitost.

Slika 15: Spremembe barve radikala DDPH- pri razli¢nih razredCitvah ekstrakta

Na sliki 15 je kontrolni vzorec spodaj levo in slepi vzorec nad njim. Desno lezijo
vzorci, v katerih sta radikal DPPH in raztopina vzorca pri razli¢nih razredcitvah. Manj
kot je vzorec razredCen, manj radikala DPPH je v njem in bolj se barva v PS
(polistirenskih) kivetah spremeni iz vijoli€ne v rumeno.

Delez zacCetne vrednosti radikala, ki so ga antioksidanti pretvorili v neaktivno obliko,
izrazimo kot delez inhibicije in ga izrazimo iz naslednje zveze:

WinhooPH = [(Ak517 (t=0) — Avz 517 (t=x)) | Axs17t=0)] X 100%

Delez zacCetne kolicine DDPH-, ki po doloCenem Casu ostane v reakcijski zmesi
(W opreostale DDPHe ), Pa izracunamo takole:

Woreostale DDPH = (Avz 517 (t=x) - Ak 517 (t=0)) X 100%

Pri tem v obeh enacCbah A; 517 (t=x) predstavljata absorbanco vzorca pri valovni
dolzini 517 nm ob Casu t=x in Ak 517 (t=0) absorbanco kontrolnega vzorca pri valovni
dolZini 517 nm ob Casu t=0.
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Slika 16: Antioksidativna ucinkovitost vodnega ¢ebulnega ekstrakta, pridobljenega s

stresanjem
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Slika 17: Antioksidativna uc€inkovitost vodnega ¢ebulnega ekstrakta, pridobljenega z

ultrazvokom
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Slika 18: Antioksidativna ucinkovitost etanolnega ekstrakta cCebulnih listov,
pridobljenega s stresanjem
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Slika 19: Antioksidativna ucinkovitost etanolnega ekstrakta ¢&ebulnih listoy,
pridobljenega z ultrazvokom
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|z grafov, ki prikazujejo delez preostalega DDPH- radikala v odvisnosti od
koncentracije ekstrakta v reakcijski meSanici, lahko izraCunamo EC50 ekstraktov v
reakcijski meSanici po naslednji formuli:

ECsoporr = -50 % / k
(k predstavlja naklon premice na grafu)

EC50 ekstrakta v raztopini pomeni, da moramo k 2,9 ml 0,1 mM raztopini radikala
DDPH- dodati 0,1ml raztopine ekstrakta s koncentracijo EC50, da se bo zaletna
koncentracija radikala DDPH- zmanj$ala za 50 %.

Preglednica 3: EC50

Vrsta ekstrakta EC50 ekstrakta v | EC50 ekstrakta v
reakcijski mesSanici | raztopini (mg/ml)
(mg/ml)

Cebula voda/ stresanje 0,076 2,28

Cebula voda/ ultrazvok 0,061 1,83

Cebula etanol/ stresanje | 0,035 1,05

Cebula etanol/ ultrazvok | 0,029 0,88

|z tabele je razvidno, da ima ekstrakcija, pri kateri smo kot topilo uporabili 70 %
etanol, ki je manj polarno topilo kot bidestilirana voda, ve€ kot dvakrat manjsi EC50
in ima zato bistveno vi$jo antioksidativno ucinkovitost. Ravno tako ima ekstrakcija
ob pomo¢i ultrazvoka za priblizno 20 % manjSi EC50 kot ekstrakcija s stresanjem in
ima tako visjo antioksidativno ucinkovitost.

4.3 FOLIN CIOCLATEUJEVA METODA

A7es narasS€a premosorazmerno s koncentracijo antioksidantov. Ravno tako velja to
tudi za galno kislino. Graf absorbance pri valovni dolzini 765 nm v odvisnosti od
koncentracije galne kisline nam pri dolo€anju koncentracije skupnih fenolnih spojin
predstavlja t.i. umeritveno krivuljo.
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Slika 21: Umeritvena krivulja v etanolnih raztopinah

|z absorbance vzorca pri 765 nm in iz smernega koeficienta premice umeritvene
krivulje nato izraCunamo koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi.

Yrzm = A7es | K

Iz koncentracije fenolnih spojin nato izraCunamo koncentracijo fenolnih spojin v
razred€enem vzorcu po naslednjem principu:

Yrazv = (Yr.zm X .Vr.zm.) Y
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Pri tem znaSa vyrazv koncentracijo v razredéenem vzorcu Vi zm volumen reakcijske
zmesi, ki je pri opisanem postopku 1 ml, V pa znaSa prostornino ustrezno
razredCenega vzorca, ki je pri postopku enaka 0,2 ml.

Da dobimo koncentracijo fenolnih spojin v nerazredCeni raztopini, uporabimo
naslednjo formulo:

Y = Vrazv X razredcCitev vzorca, ki je v reakcijski mesanici

Nato pomnozimo masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin s prostornino topila v
vzorcu, da dobimo maso skupnih fenolnih spojin. Rezultat delimo s 1000 in nato Se
z maso ekstrakta, da dobimo ekvivalent mase galne kisline v mg na mg ekstrakta.

Preglednica 4: Masa galne kisline na maso ekstrakta

Vzorec Masa galne kisline v mg na mg
ekstrakta

Cebula voda stresanje 0.169 + 0.004

Cebula voda ultrazvok 0.183 + 0.004

Cebula etanol stresanje 0.253 + 0.004

Cebula etanol ultrazvok 0.248 + 0.007

Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da je vsebnost fenolnih spojin vecja pri
etanolnih ekstraktih kot pri vodnih ekstraktih, kar je bilo priakovati, saj se fenolne
spojine bolje topijo v organskih topilih kot v vodi. Nacin ekstrakcije pri etanolnih
ekstraktih ne vpliva na koncentracijo fenolnih spojin, medtem ko je pri vodnih
ekstraktih vec€ja vsebnost fenolnih spojin pri ekstraktih, pridobljenih z ultrazvokom
kot pri tistih, ki so bili pridobljeni s stresanjem.

4.4 RANCIMAT METODA

Pri rancimat metodi rancimat izriSe graf prevodnost v odvisnosti od ¢asa. Hkrati
izmeri tudi Cas, pri katerem se elektriCna prevodnost zacne povecevati, saj zacnejo
nastajati mas&obne kisline, ki delujejo kot prevodnik v merilni celici. Cas, pri katerem
se elektriCna prevodnost povecCuje zelo pocasi, imenujemo inkubacijski ¢as. DaljSi
kot je Cas, vecjo oksidativno stabilnost ima olje.

Pri rancimat metodi smo iz grafov izrazili &as indukcije. Ce je &as indukcije olj¢nega
olja z dodatkom ¢ebulnih listov ali ekstraktov vedji, kot je pri kontroli (samo oljéno
olje), to pomeni, da ima tako olj¢no olje vecjo oksidativno stabilnost, ¢e pa je Cas
indukcije manjsi kot pri kontroli, pa ima olje manjSo oksidativho stabilnost kot
kontrola.
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Slika 22: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja — kontrola 1
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Slika 23: Analiza oksidativne stabilnosti oljnega olja — kontrola 2
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Slika 24: Analiza oksidativne stabilnosti oljénega olja — kontrola 3
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Slika 25: Analiza oksidativne stabilnosti oljénega olja — kontrola 4
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Slika 26: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja — kontrola 5
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Slika 27: Analiza oksidativne stabilnosti oljénega olja — kontrola 6
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Slika 28: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja z dodanim vodnim ekstraktom,
pridobljenim s stresanjem iz Cebulnih listov — A
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Slika 29: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja z dodanim vodnim ekstraktom,
pridobljenim s stresanjem iz ¢ebulnih listov — B
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Slika 30: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja z dodanim vodnim ekstraktom,
pridobljenim z ultrazvo¢no ekstrakcijo iz ¢ebulnih listov — A
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Slika 31: Analiza oksidativne stabilnosti oljénega olja z dodanim vodnim ekstraktom,
pridobljenim z ultrazvoéno ekstrakcijo iz ¢ebulnih listov — B
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Slika 32: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja z dodanim etanolnim
ekstraktom, pridobljenim s stresanjem iz €ebulnih listov — A
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Slika 33: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja z dodanim vodnim ekstraktom,
pridobljenim s stresanjem iz ¢ebulnih listov — B
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Slika 34: Analiza oksidativne stabilnosti oljénega olja z dodanim etanolnim
ekstraktom, pridobljenim z ultrazvo¢no ekstrakcijo iz Cebulnih listov — A
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Slika 35: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja z dodanim etanolnim
ekstraktom, pridobljenim z ultrazvocno ekstrakcijo iz €ebulnih listov — B
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Slika 36: Analiza oksidativne stabilnosti oljénega olja z dodanimi prahom iz suhih
Cebulnih listov s koli¢ino skupnih fenolnih spojin 2,5 mg/ mL olja — A
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Slika 37: Analiza oksidativne stabilnosti olj€nega olja z dodanimi prahom iz suhih
Cebulnih listov s koli¢ino skupnih fenolnih spojin 2,5 mg/ mL olja — B
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Slika 38: Analiza oksidativne stabilnosti oljcnega olja z dodanimi prahom iz suhih
Cebulnih listov s koli€¢ino skupnih fenolnih spojin 4,3 mg/ mL olja — A
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Slika 39: Analiza oksidativne stabilnosti oljénega olja z dodanimi prahom iz suhih
Cebulnih listov s koli¢ino skupnih fenolnih spojin 4,3 mg/ mL olja — B
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Preglednica 5: Oksidativha stabilnost oljcnega olja in oljénega olja s Cebulnimi
ekstrakti in ¢ebulnimi listi

Vrsta vzorca Cas Cas Povpreéni | Povpreéni | Razlika

indukcije indukcije cas cas

vzorca A vzorca B indukcije indukcije

kontrole

Cebulni ekstrakt | 12,48 h 12,38 h 12,43 h 12,47 h -0,04 h
voda/stresanje
Cebulni ekstrakt | 14,14 h 13,95 h 14,05h 12,47 h 1,58 h
voda/ultrazvok
Cebulni ekstrakt | 13,30 h 13,00 h 13,15 h 12,47 h 0,68 h
etanol/stresanje
Cebulni ekstrakt | 15,87 h 15,62 h 15,75 h 12,47 h 3,28 h
etanol/ultrazvok
Cebulni listi 130 | 12,48 h 12,27 h 12,38 h 12,47 h -0,09 h
mg/ml olja
Cebulni listi 225 [ 12,47 h 12,30 h 12,39 h 12,47 h -0,08 h
mg/ml olja

|z preglednice 5 je razvidno, da ima oljéno olje, ki mu je bil dodan ekstrakt, pridobljen
z etanolom in z ultrazvokom, najvisji indukcijski ¢as in s tem najvecjo oksidativno
stabilnost, saj je €as indukcije za vec kot tri ure daljSi kot pri kontroli. Sledita mu vpliv
ekstrakta €ebulnih listov, pridobljen z vodo in ultrazvokom, (priblizno 1,5 ure) in
ekstrakt ¢ebulnih listov, pridobljen z etanolom in s stresanjem (priblizno 0,7 ure).
Cebulni ekstrakt, pridobljen z vodo in s stresanjem in &ebulni listi, dodani v olj¢no
olje, so imeli nizji indukcijski ¢as od kontrole.

Glede na to, da smo koli¢ino ekstraktov in listov pripravili tako, da je bila
koncentracija skupnih fenolnih spojin enaka v vseh vzorcih, lahko sklepamo, da z
razliénimi topili in razli€nimi nacini ekstrakcije, ekstrahiramo razlicho ucinkovite
antioksidante. Ultrazvok je oc€itno bolj uCinkovit s staliSCa zelene ekstrakcije
antioksidantov, ki podaljSujejo oksidativno stabilnost oljcnega olja. To pa je tudi v
skladu z dolo€eno antioksidativno ucinkovitostjo ekstraktov.
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Slika 41: Cebulni prah 400 x povedava

Oljéno olje z dodatkom ¢&ebulnega prahu ni podaljSalo oksidativne stabilnosti
olj€nega olja, kar pomeni, da je bilo samo mletje Cebulnih listov neucinkovito. |z tega
lahko sklepamo, da mletje ¢ebulnih listov v kroglichem mlinu ni v zadostni meri
poskodovalo celice ¢ebulnih listov (Sliki 40 in 41).

Slika 42: Olj¢no olje s ¢ebulnimi listi

Slika 43: QOlj¢no olje s ¢ebulnim ekstraktom
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Barva oljcnega olja z dodanimi ekstrakti postane bolj rdeCkasta (Slika 43) v
primerjavi z oljcnim oljem brez dodanih ekstraktov, oljnemu olju z dodanimi
Cebulnimi listi pa se barva ni spremenila (Slika 42). Vonj je bil tako pri olj€cnem olju,
ki smo mu dodali ekstrakte, kot tudi pri olj€énem olju, ki smo mu dodali Cebulne liste,
enak kot pri oljénem olju brez dodatkov. Okus pri oljcnem olju s ¢ebulnimi ekstrakti
je bil pikanten in rahlo sladkega okusa, a je Se vedno prevladoval okus po oljcnem
olju. Okus olj¢nega olja z dodanimi ¢ebulnimi listi je bil le malenkost bolj pikanten kot
olj¢no olje brez dodatkowv.
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5 RAZPRAVA

V raziskovalni nalogi smo se osredotocili na vpliv na oksidativno stabilnost oljcnega
olja iz ekstraktov, pridobljenih iz luskolistov rumene Cebule, za katere je dokazano,
da vsebujejo fenolne spojine. V ta namen smo iz Cebulnih luskolistov pridobili
ekstrakte in jim doloCili antioksidativno ucinkovitost ter skupne fenole spojine. Na
koncu smo preverili, ali ima olj¢no olje z dodanimi ekstrakti in prahom iz ¢ebulnih
luskolistov posledi¢no izboljSano oksidativno stabilnost in spremenjene senzori¢ne
lastnosti.

Izkazalo se je, da ima olj¢no olje z dodatkom liofiliziranega ekstrakta ¢ebulnih spojin
tako pri etanolnih ekstraktih, ki smo jih pridobili z ultrazvokom in s stresanjem, kot
pri vodnih ekstraktih, ki smo jih pridobili z ultrazvokom, vecjo oksidativno stabilnost
v primerjavi s kontrolnim vzorcem olj¢nega olja. Pri vodnih ¢ebulnih ekstraktih, ki
smo jih pridobili s stresanjem, ni bilo opazne razlike v primerjavi s Cistim oljénim
oliem. Tako lahko prvo hipotezo, ki pravi, da so suhi liofilizirani ¢ebulni ekstrakti
ucinkovitejSi pri ohranjanju oksidativne stabilnosti oljénega olja, potrdimo. To, da
liofilizirani ekstrakti, pridobljeni s stresanjem v vodi, niso imeli nobenega ucinka na
oksidativno stabilnost oljcnega olja, lahko razloZzimo s tem, da je antioksidativna
ucinkovitost ekstrakta manjSa od antioksidativhe u€inkovitosti drugih ekstraktov in
da je bila vsebnost skupnih fenolnih spojin manj$a kot pri drugih ekstraktih. Olj¢no
olje je Ze v osnovi bogato z antioksidanti. Le-ti uinkovito upo€asnjujejo oksidacijo in
s tem omogocajo, da je v primerjavi z drugimi rastlinskimi olji olj€no olje zelo stabilno.
Zato je bila lahko antioksidativha ucinkovitost spojin v oljénem olju viSja od
antioksidativne ucinkovitosti dodanega ekstrakta. TakSen ekstrakt bi lahko v
prihodnje preizkusili z uporabo drugih olj z niZjo stabilnostjo.

V raziskavo smo vkljucili tudi zmlete Cebulne luskoliste, za katere se je izkazalo, da
oljtnemu olju ne zviSajo oksidativne stabilnosti. To pomeni, da prostega kvercetina,
ki je shranjen v suhih Cebulnih luskolistih, ne moremo pridobiti zgolj z namakanjem
v olju. To potrjuje dejstvo, da se prosti kvercetin ne nahaja v medceli¢nini, ampak v
celici.

Drugo hipotezo lahko potrdimo, saj imajo Cebulni ekstrakti, pridobljeni z etanolom,
vecjo antioksidativno ucinkovitost kot Cebulni ekstrakti pridobljeni z vodo. To pomeni,
da se je v etanolu raztopilo vec polifenolnih spojin, tudi kvercetina, ki je v glavni meri
odgovoren za antioksidativno ucinkovitost Cebule. Prav tako so imeli ekstrakti,
pridobljeni z ultrazvokom, vecjo antioksidativno ucinkovitost kot ekstrakti, ki smo jih
pridobili samo s stresanjem.

Tretjo hipotezo, ki pravi, da bodo Cebulni ekstrakti, ki smo jih pridobili s pomocjo
ultrazvocCnih valov, vsebovali ve€ skupnih fenolnih spojin kot ¢ebulni ekstrakti, ki smo
jih pridobili s stresanjem, lahko le delno potrdimo. Vec€ fenolnih spojin je bilo opaznih
le pri Cebulnih ekstraktih, pri katerih smo kot topilo uporabili vodo. Pri ¢ebulnih
ekstraktih, pri katerih smo uporabili etanol, ni bilo videti razlike v vsebnosti fenolnih
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spojin med ekstrakti, pridobljenimi z ultrazvokom in ekstrakti, pridobljenimi s
stresanjem. To pomeni, da so bile v suhem liofiliziranem ekstraktu Cebule
etanol/stresanje prisotne tudi druge reducirajoCe fenolne spojine, ki ne vplivajo na
antioksidativno ucinkovitost. To je razvidno na rezultatih vecCje antioksidativne
ucinkovitosti Cebulnega ekstrakta etanol/ultrazvok v primerjavi s c¢ebulnim
ekstraktom etanol/stresanje.

Olj¢no olje ima prevladujoC¢ vonj po zelenem in okus po sadeZnem, grenkem in
pikantnem. Oljcno olje, ki smo mu dodali liofiliziran Eebulni ekstrakt, ni imelo nobene
razlike v vonju, barva je bila rdeCkasta, okus je bil pikanten z noto rahlo sladkega
okusa, pri ¢emer je Se vedno prevladoval okus olj€nega olja, medtem ko olje z
dodatkom €ebulnih listov ni imelo razlike ne v vonju in ne v barvi, okus pa je bil rahlo
pikanten. Sklepamo lahko, da se senzori¢ne lastnosti oljcnega olja ob dodatku
Cebulnega ekstrakta in Cebulnih listov niso ni¢ poslabSale, saj so vse naStete
spremembe v okusu pozitivne znacilnosti olj€nega olja, ki je viSje kakovosti. Tako
olj¢no olje z dodatkom ¢ebulnih ekstraktov in olj¢no olje z dodatkom €ebulnih listov
nista imela slab8ih senzori¢nih lastnosti, kot jih sicer ima olj€no olje, kar smo
predpostavili v Cetrti hipotezi.

Pri oljénem olju, ki smo mu dodali liofilizirane Cebulne ekstrakte, se je barva
spremenila iz rumeno-zelene v rdeckasto-rjavo, pri olj€énem olju, ki smo mu dodali
suhe Cebulne liste, pa se barva samega oljcnega olja ni spremenila. Tu je potrebno
izpostaviti, da se pri senzoricnem ocenjevanju ne preverja barve, saj se olj¢na olja,
pridobljena iz razli¢nih sort oljke po barvi precej razlikujejo med seboj. To prav tako
pomeni, da potrosnik, ki bi dobil oljéno olje z dodatkom liofiliziranih €ebulnih
ekstraktov, nima razloga za skrb, saj druga¢na barva olja ne pomeni, da je le-to
zarko, ampak to, da gre za olj¢no olje z dodanimi ekstrakti, ki podaljSujejo njegovo
stabilnost.
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6 ZAKLJUCEK

V raziskovalni nalogi smo se osredotoCili na preverjanje ucinkovitosti ekstrakcije
fenolnih spojin iz suhih Cebulnih luskolistov z ultrazvokom in ekstrakcije s
stresanjem, pri Cemer smo uporabljali topili bidestilirano vodo in 70 % etanol. Pri
razliCnih ekstraktih smo preverjali antioksidativno ucinkovitost in skupno vrednost
fenolnih spojin, na koncu pa smo Se izmerili njihov vpliv na oksidativho stabilnost
oljcnega olja. Kot najucCinkovitejSa se je izkazala ekstrakcija ¢ebulnih luskolistov z
ultrazvokom, pri ¢emer smo kot topilo uporabili 70 % etanol. Ucinkovita sta bila tudi
ekstrakt ¢ebulnih luskolistov, pridobljen v vodi z ultrazvokom, in ekstrakt ¢ebulnih
luskolistov, pridobljen v etanolu s stresanjem, medtem ko se je ekstrakt, pridobljen v
vodi s stresanjem, izkazal za manj ucinkovitega.

Da bi lahko bolje razumeli in uporabljali zelene ekstrakcije, predlagamo dodatne
raziskave na tem podrocju. Na suhih ¢ebulnih luskolistih bi lahko preizkusili Se druge
nacine zelene ekstrakcije, kot so npr. superkriti¢éna ekstrakcija tekocCin, ekstrakcija s
tekocino pod tlakom, ekstrakcija s pomocjo mikrovalovnega sevanja in ekstrakcija s
pomocjo impulzivnega elektricnega polja. Z njimi lahko izoliramo rastlinske fenolne
spojine z namenom, da bi ugotovili, kateri nacin ekstrakcije iz rastlinskega materiala
je najbolj primeren za njihovo izolacijo.

Prikazali smo, da ima odpadni material, ki ostaja pri predelavi ¢ebule, visoko
antioksidativno ucinkovitost in je kot tak primeren za uporabo v novih funkcionalnih
zivilih, bodisi kot funkcionalni dodatek bodisi kot sredstvo za podaljSevanje njihove
obstojnosti. Na ta nacin ta odvecni material koristno uporabimo in prispevamo k
ekonomiki proizvodnje pridelkov in Zivil na eni strani ter trajnostnem razvoju na
drugi. PodaljSevanje obstojnosti s pripravljenimi ekstrakti smo prikazali na primeru
olitnega olja in dosegli podaljSanje obstojnosti, ki prevedeno iz eksperimentalnih
pogojev v praksi pomeni okvirno podaljSan rok trajanja od enega do Stirih mesecev
glede na uporabljen vzorec.
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