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POVZETEK

Rastlinska olja imajo dolgo tradicijo uporabe na podrocjih farmacije, medicine, kozmetike
in prehrane. Glavna Sibkost rastlinskih olj z velikim deleZem veckrat nenasi¢enih mas¢obnih
kislin je hitra pokvarljivost, ob neustreznem skladi$¢enju namre¢ oksidirajo in postanejo
zarka. Poznamo ve¢ dejavnikov, ki vplivajo na kvarjenje olj. Med najbolj pogostimi sta
povisana temperatura in prisotnost kisika. Primarni in sekundarni produkti kvarjenja niso

samo neprijetnega okusa in vonja, temve¢ tudi zdravju Skodljivi.

Za preprecevanje oksidacije rastlinskih olj pogosto uporabljamo sintezne antioksidante, ki
dokazano izboljSujejo oksidativno stabilnost olj in tako podaljSujejo njihovo Zivljenjsko
dobo. Vprasanja 0 varni vsakodnevni uporabi sinteznih antioksidantov so izzvala stevilne
znanstvenike, ki i$¢ejo in proucujejo antioksidante naravnega izvora, s katerimi bi lahko

nadomestili sintezne.

V magistrski nalogi smo se posvetili Sestim rastlinskim izvleCkom, pridobljenim z
ekstrakcijo s superkritiénim ogljikovim dioksidom. V $tirih koncentracijah smo jih dodali
lanenemu olju, Ki je zaradi velikega deleza trikrat nenasic¢ene linolenske kisline oksidativno
zelo nestabilno rastlinsko olje. To so bili izvle¢ki navadnega hmelja, vrtnega ognjica,
navadnega brina, prave kamilice, navadnega rmana, macje mete in vitamina E. VVzorce smo
starali pri temperaturi 40° C in kisiku iz zraka. S pomocjo ugotavljanja peroksidnega Stevila

smo spremljali njihovo oksidativno stabilnost.

Izvle¢ki macje mete v koncentracijah 0,1 % in 0,01 %, vse koncentracije izvleCkov
navadnega brina in prave kamilice ter izvlecki vrtnega ognjic¢a v koncentracijah 0,1 % in 0,5
% so povecali oksidativno stabilnost lanenemu olju. Izvlecki vrtnega ognjiCa v
koncentracijah 0,1 % in 0,5 %, izvlecek navadnega brina v koncentraciji 0,5 % ter izvlecek
macje mete v koncentraciji 0,1 % so delovali kot boljsi antioksidanti v primerjavi s
kontrolnim sinteznim antioksidantom BHT. S tem smo dokazali njihovo antioksidativno
ucinkovitost in potencialno uporabnost kot antioksidanti za izboljSanje oksidativne
stabilnosti rastlinskih olj.Rezultati so pokazali, da moramo biti pri uporabi izvleckov pozorni
na prooksidativno delovanje, do katerega lahko privede prevelika koncentracija dodanega
izvlecka. To smo videli pri izvleckih vitamina E in navadnega hmelja pri vseh dodanih
koncentracijah, 0,01 %, 0,1%, 0,05 % in 0,5 %.

Kljucne besede: laneno olje, peroksidno Stevilo, rastlinski izvlecki, oksidativna stabilnost



ABSTRACT:

Vegetable oils have a long tradition of use in pharmacy, medicine, cosmetics and nutrition.
The main weakness of vegetable oils with a high content of polyunsaturated fatty acids is
their rapid oxidative deterioration. In case of inadequate storage, they quickly become
rancid. There are several factors that influence oil deterioration. The most noticeable are the
increased temperature and the presence of oxygen. The primary and secondary products of

deterioration are not only of unpleasant taste and smell, but also harmful to health.

To prevent oxidation, synthetic antioxidants are most frequently used, which has been shown
to improve the oxidative stability of the oils, thus prolonging their expiry date. Many people
are asking about the safe daily use of synthetic antioxidants. This has prompted many
scientists to searching for antioxidants of natural origin that could replace the synthetic

antioxidants.

In the master's thesis six plant extracts were examined, which were obtained by extraction
with supercritical carbon dioxide. In four different concentrations, they were added to
flaxseed oil, which is a very unstable vegetable oil due to the high proportion of
polyunsaturated linolenic acid (containing three double bonds). These were the extracts of
Humulus lupulus, Calendula officinalis, Juniperus communis, Chamomilla recutita, Achillea
millefolium, Nepeta cataria and vitamin E. The samples were aged exposed to elevated
temperature and oxygen from the air. Oxidative stability was determined by the peroxide

number method.

Extracts of 0.1% and 0.01% Nepeta cataria extract, 0.01%, 0.05%, 0.1% and 0.5% of
Juniperus communis extract, 0.1% and 0.5% of Calendula officinalis extract increased the

oxidative stability of linseed oil.

When adding extracts to oils, attention must be paid to the pro-oxidative action. Such effect
was demonstrated for vitamin E and Humulus lupulus extracts. With the addition of these

extracts, we caused an accelerated increase in the peroxide value.

Key words: flaxseed oil, peroxide value, plant extracts, oxidative stability
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1.UVvOD

1.1 LANENO OLJE

1.1.2 Sestava

Laneno olje, ki ga pridobivamo iz lanenega semena, sodi med najbolj kakovostna jedilna
olja (1). To lahko pripisemo velikemu delezu a-linolenske kisline, ki predstavlja priblizno
60 % vseh mascobnih kislin, ki jih najdemo v trigliceridih lanenega olja. Poleg trigliceridov
sestavljajo laneno olje Se fitosteroli, fenoli, vitamin E in karotenoidi (1, 2). Laneno seme
vsebuje tudi cikliéne oktapeptide, ki se med procesom stiskanja ekstrahirajo v olje in mu

dajejo znacilen grenek okus.

Kljub prisotnosti vitamina E, ki se v 95 % pojavlja v obliki y-tokoferola, je laneno olje ravno
zaradi precej$njega deleza a-linolenske kisline oksidativno nestabilno. Gre namre¢ za trikrat
nenasi¢eno mascobno kislino omega-3 z 18 ogljikovimi atomi (slika 1), ki hitro oksidira (2).
Spada med esencialne mascobne kisline, ki jih telo nujno potrebuje za normalno delovanje,
ne more pa jih proizvesti samo, zato jih je potrebno zauziti s hrano. Pri tem ni pomemben
samo vnos mascobnih Kislin omega-3, ampak tudi pravo razmerje glede na mascobne kisline
omega-6. Med mas¢obne kisline omega-6 spada linolna kislina (slika 2), ki v lanenem olju
predstavlja 14 % mascobnih kislin (1). Je dvakrat nenasi¢ena z 18 ogljikovimi atomi (3).
Idealno razmerje med omega-6 in omega-3 naj bibilo1:1do4: 1, vendar se je v sodobnem
svetu z danasnjim Zzivljenjskih slogom in uzivanjem industrijsko predelane hrane pomaknilo
na 15 : 1 (Severna Evropa) ali celo 50 : 1 (Indija) (4).

Slika 1: a-Linolenska kislina (3).
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Slika 2: Linolna kislina (3).

1.1.3 Uporaba

Latinsko ime za lan je Linum usitatissimum, ki pomeni »vsestransko uporaben«. Ze ime
nakazuje na $irok spekter njegove uporabe. Lan je eno izmed zit z najdaljSo tradicijo
pridelovanja. Njegova vlakna so uporabna v industriji, kjer iz njih pridelujejo oblacila in
papir. V prehrambni industriji se lan ali laneno olje pojavljata v veliko izdelkih, kot so na
primer mleko in mle¢ni izdelki, mesni izdelki, testenine in hrana za zivali. Laneno olje se
pojavlja tudi v kozmetiki in farmacevtskih proizvodih. Pripisujejo mu ugodne uc¢inke pri
zmanj$anju sréno-Zilnih zapletov, raka, sladkorne bolezni, osteoporoze in artritisa. Laneno
olje vgrajujejo v kozmeti¢ne izdelke predvsem za nego atopijske in k alergijam nagnjene
koze (1, 5).

1.1.4 Proizvodnja
Kljub obsezni uporabi proizvodnja lanenega olja predstavlja zgolj 1,14 % pridelave
rastlinskih olj, vendar ta zadnja leta naras¢a. Vodilne drzave v proizvodnji so Kanada,

Kitajska, Rusija in Indija (6).

Glede na postopek pridobivanja rastlinska olja v splosnem delimo na rafinirana, nerafinirana
in hladno stiskana (deviska). Z rafiniranjem olju odstranimo negliceridne (neumiljive)
komponente, ki vplivajo na okus, barvo in stabilnost olja. Nerafinirana olja pridobimo s
stiskanjem s predhodno toplotno obdelavo semen. Pri hladno stiskanih oljih ni dovoljena
toplotna obdelava. Olje pridobimo z mehanskim stiskanjem, ki mu sledijo filtracija,
sedimentacija ali centrifugiranje. Olje ima znaéilno barvo in okus. Ceprav v primerjavi z
rafiniranim oljem produkti oksidacije in negliceridne komponente niso odstranjeni, kakovost
deviskega olja ni slabsa. V primeru kakovostne proizvodnje je oksidativna stabilnost

deviskih olj primerljiva ali celo boljSa v primerjavi z rafiniranimi olji. V procesu hladnega



stiskanja se v olju namre¢ ohranijo tokoferoli in drugi antioksidanti, ki olju nudijo

oksidativno zascito (7).

1.2 OKSIDACIJA RASTLINSKIH OLJ

Oksidacijski procesi, ki potekajo v olju, privedejo do zarkosti olja, ki se kaze v spremenjeni
gostoti, viskoznosti, barvi, neprijetnem vonju in okusu. To so posledice sekundarnih
produktov oksidacije — ketonov, aldehidov, alkoholov, laktonov in drugih. Primarno pa
proces oksidacije privede do nastanka hidroperoksidov, ki so brez vonja in okusa. Tako
primarni kot sekundarni produkti lahko okvarijo osnovne celi¢ne funkcije, saj poskodujejo
beljakovine in spremenijo strukturo membran (8). Glavna pot nastanka hidroperoksidov je
avtooksidacija. Poznamo $e tri druge poti, to so encimska oksidacija, fotooksidacija in
ionizirajoce sevanje. Poti oksidacije se razlikujejo v nacinu nastanka radikala, potrebnega za

sprozitev reakcije, nato oksidacija poteka po enakem mehanizmu.

Avtooksidacija je spontana verizna reakcija, Ki ima tri stopnje: iniciacija, propagacija in
terminacija (slika 3). V fazi iniciacije nastane radikal mas¢obne kisline v prisotnosti kovin,
encimov, svetlobe, visoke temperature ali sevanja (8), ki nato v fazi propagacije reagira s
tripletnim kisikom. Tako nastane zelo reaktiven peroksilni radikal, ki naslednji masc¢obni
kislini vzame vodik, pri ¢emer se spremeni v hidroperoksid, masc¢obna kislina pa v radikal.
V fazi terminacije antioksidant, npr. vitamin E, odda vodikov atom peroksilnemu radikalu.
Nastane radikal vitamina E, ki reagira s $e enim peroksilnim radikalom, pri ¢emer nastane
neradikalski produkt (9). Avtooksidacija je proces, ki nara$c¢a eksponentno, saj vsak radikal
povzroci nastanek novega radikala in enega hidroperoksida (7). Hidroperoksid nato vstopa
v reakcije po treh razliénih mehanizmih. Lahko pride do nastanka sekundarnih produktov,
kar se kaze v spremenjenem vonju in okusu. Hidroperoksidi lahko polimerizirajo, to
povzro¢i spremembo barve in viskoznosti olja. Poleg tega pa lahko hidroperoksidi
povzrocijo oksidacijo drugih komponent v olju — slednje privede do razgradnje rastlinskih

pigmentov, vitaminov in proteinov (8).
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Slika 3: Proces avtooksidacije (prirejeno po 7).

Razli¢ne mascobne kisline imajo razliéno moc¢no vezan vodikov atom, zato je potrebno pri
nekaterih ve¢ energije za odcepitev vodika in nastanek radikala. Tako je na primer pri
nasi¢enih mas¢obnih kislinah mo¢ vezi vodika 99 kcal/mol, pri linolenski kislini pa samo 40
kcal/mol (7).

Zivljenjska doba olja se zagne Zze na polju, kjer semenska ovojnica §¢iti seme pred
vremenskimi vplivi in oksidacijo. Previdno je potrebno ravnati s semeni med samo zZetvijo
in kasneje pri skladis¢enju, kjer naj bi bile razmere za shranjevanje 10-15 °C in 6-8 %
relativne vlage. Pomembno je tudi, da pri procesu izdelave olja kontroliramo pogoje
stiskanja, predvsem izpostavljenost svetlobi, zraku in temperaturi (7).

Pri skladis¢enju na oksidativno stabilnost olja vpliva ve¢ dejavnikov, notranjih in zunanjih.
Notranji dejavniki predstavljajo komponente olja, kot so mas¢obne kisline trigliceridov
(predvsem je pomembna vrsta 0z. nasi¢enost), tokoferoli, fenolne in druge spojine, ki se
ekstrahirajo v olje. Na te dejavnike nimamo vpliva, saj so odvisni predvsem od vrste olja in
od nacina pridelave. Vplivamo lahko samo na zunanje dejavnike. Poskrbimo, da je olje
skladis¢eno v ustreznih razmerah, da ni neposredno izpostavljeno svetlobi, vodi, zraku,
previsoki temperaturi in da cas skladis¢enja ni predolg. V zadnjem ¢asu se znanstveniki

osredotocajo predvsem na gensko spremenjene vrste rastlin, kjer bi dosegli spremenjeno



sestavo mascobnih kislin, predvsem z ve¢jim delezem oleinske kisline, ki je bolj oksidativno

stabilna.

Drugi nacin varovanja pred oksidativno razgradnjo je dodajanje antioksidantov, ki

preprecijo ali prekinejo verizno reakcijo oksidacije (7).

1.3 ANTIOKSIDANTI

Po definiciji je antioksidant vsaka snov, ki upocasni, prepreci ali odstrani oksidativno
poskodbo taréne molekule (10). Antioksidanti ne morejo popolnoma ustaviti oksidacije olja,
lahko le preloZijo njen zacetek in zmanjSajo njen obseg, s tem pa podaljSajo zivljenjsko dobo
olja (8). Prevelika koli¢ina antioksidantov lahko deluje prooksidativno, torej pospesi

oksidacijo (10).

Na podlagi topnosti antioksidante delimo na hidrofilne in lipofilne. (8). Glede na mehanizem
delovanja se delijo na primarne in sekundarne. Primarni antioksidanti reagirajo s peroksilnim
radikalom, preden ta reagira z nenasi¢enimi masc¢obnimi kislinami, ter ga tako stabilizirajo
(11). Mednje sodijo butilhidroksitoluen (BHT), butilhidroksianizol (BHA), propilgalat (PG),
terc-butilhidrokinon (TBHQ), tokoferoli in rastlinski fenoli (fenolne Kisline, antocianidini,
flavonoidi). Vecina primarnih antioksidantov, ki jih najdemo v hrani, ima fenolno strukturo.
Sekundarni antioksidanti imajo drugacen mehanizem delovanja (8). VeZejo kovinske ione,
pretvorijo hidroperokside v neradikalske produkte, absorbirajo UV sevanje in deaktivirajo
singletni kisik (11). To so karotenoidi, citronska Kislina, askorbinska Kislina in
askorbilpalmitat. Pogosto za izboljSanje oksidativne stabilnosti uporabljamo kombinacijo
primarnega antioksidanta s citronsko ali drugo kislino, saj pride do sinergizma v delovanju
(12).

Upostevajo¢ mozne stranske ucinke sinteznih antioksidantov pri ve¢jih koncentracijah ter
njihovo slabso toplotno stabilnost, je smiselna njihova zamenjava z antioksidanti naravnega
izvora. V zadnjih desetletjin so odkrili veliko rastlinskih izvleckov z antioksidativnim
delovanjem, ki so toplotno stabilnejsi in u¢inkovitejsi od sinteznih antioksidantov. To so na

primer izvlecki zelenega Caja, rozmarina, oljke in sezama (13).



1.3.1 ANTIOKSIDANTI NARAVNEGA I1ZVORA

Skozi evolucijo so se v organizmih razvili obrambni mehanizmi, ki §cCitijo celice pred
oksidacijo. Tako najdemo v celicah Zzivali, rastlin in mikroorganizmov Stevilne spojine z
antioksidativnim delovanjem. Vecina antioksidantov naravnega izvora Se vedno ni
raziskana. Dokazali so antioksidativno u¢inkovitost pri uporabi tokoferolov, askorbinske
kisline, izvleCkov rozmarina in zajblja v zivilski industriji (8). V zadnjih letih poteka veliko
raziskav za pridobitev antioksidantov naravnega izvora, ki bi bili ucinkoviti, zdravju

neskodljivi in bi lahko nadomestili sintezne antioksidante.

V vedini drzav je koncentracija sinteznega antioksidanta, dodanega zivilu, kontrolirana, za
antioksidant pa morajo opraviti toksikoloske Studije. Da antioksidant smatramo kot varen,
mora ustrezati dvema pogojema (13). Njegov LDso, odmerek, ki pri polovici preiskovanih
zZivali povzro¢i smrt, ne sme biti manjsi kot 1000 mg/kg telesne mase, in pri dalj$i uporabi
pri koncentracijah, stokrat vecjih, kot je dovoljeno za ¢lovesko uporabo, ne sme vplivati na
rast eksperimentalnih zivali. S $tudijami mora biti dokazano, da antioksidant ni teratogen,
mutagen ali kancerogen. Mora biti u¢inkovit vsaj eno leto pri temperaturi od 25-30 °C. Pri
dodajanju antioksidanta olju je pomembna njegova toplotna stabilnost, saj je antioksidant

izpostavljen poviSani temperaturi, kadar olje toplotno obdelamo (13).

1.3.1.1 Tokoferol ali vitamin E

Tokoferoli so eni izmed najpomembnejsih skupin antioksidantov naravnega izvora (8).
Najdemo jih kot zmes a-, B- in y- in é-tokoferolov in a-, -, y- in &-tokotrienolov (1). Po
zauzitju se njihova bioloSka aktivnost razlikuje. B-Tokoferoli se v rastlinah pojavljajo redko.
y-Tokoferol (slika 4) velja za najbolj u¢inkovitega med tokoferoli. Ugotovili so, da lahko pri
vec¢jih koncentracijah deluje prooksidativno, saj tokoferilni radikali sodelujejo v fazi
propagacije, s tem ko prispevajo nov peroksilni radikal, ki nastane pri reakciji s
hidroperoksidom (8, 11). Rastlinskim oljem torej naj ne bi dodajali y-tokoferola, saj naj bi
bile v olju Ze prisotne koncentracije dovolj za njegovo oksidativno zas¢ito (11). Tokoferole

najdemo v rastlinskih oljih, oresckih in polnozrnati moki.



Slika 4. Strukturna formula y-tokoferola (44).

1.4 RASTLINSKI IZVLECKI

1.4.1 Navadni hmelj (Humulus lupulus L.)

Navadni hmelj je trajnica vzpenjalka, ki spada v druzino konopljevk. V kitajski medicini ga
uporabljajo za zdravljenje gobavosti in plju¢ne tuberkuloze, v sodobni fitoterapiji pa ga
uvr$éamo med zdravilne rastline z anksiolitiénim in sedativnim delovanjem (1). Ze ve¢ kot
500 let hmelj uporabljamo pri varjenju piva, saj prisotne grenéine in hlapne snovi dajejo pivu

znacilno aromo in protimikrobno zaséito (14).

Zaraziskave je Se posebej zanimivo zensko socvetje navadnega hmelja, t. i. hmeljevi storzki,
ki so med drugim vir derivatov floroglucinola (humulon, lupulon), preniliranih halkonov
(ksantohumul), flavonoidov (katehin, kvercetin) in etericnega olja. Te spojine kaZejo
protibakterijsko, protirakavo, antioksidativno in protivnetno aktivnost (1). Za
antioksidativne ucinke so odgovorne tudi polifenolne spojine, ki glede na raziskave §¢itijo
pred rakom ter sré¢no-Zilnimi boleznimi (15). Vsebnost polifenolnih spojin je odvisna od

vrste izvlecka, dela rastline in razmer gojenja rastline in znasa 40—140 mg/g (14).

1.4.2 Vrtni ognji¢ (Calendula officinalis L.)

Vrtni ognji¢ je enoletna rastlina, znacilna za mediteransko obmocje. Spada v druZzino
nebinovk. Njegove cvetove uporabljamo v Stevilne namene. Najbolj razSirjena je
tradicionalna uporaba izvleckov cvetov v obliki mazil za zdravljenje ekcemov, odrgnin, ran,
opeklin in hemoroidov, saj delujejo protivnetno, vulneraricno in protibakterijsko.
Antioksidativno delovanje vrtnega ognjica je posledica prisotnosti karotenoidov (3 %),

flavonoidov in fenolnih kislin (1, 17). Poleg teh spojin najdemo v izvleckih $e eteri¢no olje



(0,2 %), triterpenske alkohole, polisaharide (15 %) in steroide (0,06—0,08 %) (1).
Koncentracija fenolnih spojin v izvleckih je odvisna od razmer rasti rastline, topila in
pogojev za ekstrakcijo (18, 19). V literaturi najdemo podatek o vsebnosti tokoferolov 23

mg/100 g suhe snovi (20).

1.4.3 Navadni brin (Juniperus communis L.)

Navadni brin je zimzelena rastlina v obliki grma ali manjSega drevesa, ki zraste do 3 m
visine. Spada v druzino cipresovk. Najdemo ga v Evropi, Severni Ameriki, Afriki in Aziji,
saj uspeva tako v toplem kot hladnem podnebju. Storze navadnega brina, ki jih lai¢no
imenujemo jagode ali plodovi, uporabljamo v medicini, parfumeriji in zivilski industriji (1,
21).

V razli¢nih delih rastline najdemo razli¢no sestavo in koncentracijo eteri¢nega olja. Storzki
vsebujejo 39,8 % a-pinena, 9,1 % B-miricena, 8,0 % B-pinena, 4,2 % terpinen-4-ola in 3,7

% limonena. Eteri¢no olje uporabljajo za zdravljenje ekcemov in lajSanje tezav s kozo.

1.4.4 Prava kamilica (Chamomilla recutita L.)

Prava kamilica je zelo razSirjena in dobro poznana rastlina iz druzine nebinovk. Danes jo
najdemo Ze skoraj po vsem svetu, njen izvor pa sta juzna in vzhodna Evropa. V medicinske
namene jo uporabljamo Ze na tisoce let. Po legendi naj bi predstavljala celo eno od devetih
zdravilnih rastlin, ki naj bi jih Bog poslal ljudem. Uporabljamo jo kot antiflogistik, antiseptik
in spazmolitik. Uporaba eteri¢nega olja prave kamilice sega tudi izven okvirov farmacije, v

parfumski, kozmeti¢ni, zivilski industriji in v aromaterapiji (23).

V izvleckih cvetov prave kamilice najdemo veliko Stevilo terapevtsko zanimivih spojin. To
so flavonoidi (5,5 %), eteri¢na olja (0,3—-1,5 %), kumarini in fenolkarboksilne Kisline.
Protivnetni ucinek pripisujemo seskviterpenskim laktonom, hamazulenu in a-bisabololu.
Seskviterpenski laktoni lahko povzrocijo alergijsko reakcijo. Flavonoidi pa dajejo pravi

kamilici antioksidativne lastnosti (1).



1.4.5 Navadni rman (Achillea millefolium L.)

Navadni rman je trajnica, ki spada v druzino nebinovk (1). Najdemo ga v Evropi, Aziji in
Severni Ameriki. Ime je dobil po grSkem junaku Ahilu, ki naj bi z njim zdravil rane svojim
vojakom. Moderna znanost je v izvleckih navadnega rmana odkrila preko sto biolosko
aktivnih spojin. Eteri¢na olja, ki predstavljajo 0,1-1 % (hamazulen, kafra, p-pinen, 1,8-
cineol), so odgovorna za protibakterijsko delovanje. Flavonoidi so pomembni predvsem za
antioksidativno delovanje. Seskviterpenski laktoni, ki jih najdemo v izvleckih, lahko pri

posameznikih povzrocijo alergijsko reakcijo (24, 25).

1.4.6 Macja meta (Nepeta cataria L.)

Macja meta je trajnica iz druzine ustnatic. Najdemo jo v srednji Evropi in srednji Aziji (26).
Ime izvira iz latinske besede cataria, ki pomeni macka. Ma¢ja meta namre¢ vsebuje Spojino
nepetalakton, ki na macke v rodni dobi deluje halucinogeno (27). V ljudski medicini jo
uporabljajo proti kr€em in razdrazenemu Zelodcu, pospesuje znojenje in deluje pomirjevalno
(26).

1.5 PEROKSIDNO STEVILO

Peroksidno Stevilo je metoda za ugotavljanje primarnih produktov oksidacije rastlinskih olj,
hidroperoksidov. Podamo ga kot koli¢ino hidroperoksidov v milimolih na kg olja (mmol/kg
olja) ali pa kot koli¢ino miliekvivalentov aktivnega kisika v kg olja (meq O2/kg olja) (7, 11).
Metoda je primerna za spremljanje kvarjenja olja skozi ¢as. Po fazi indukcije, ko je
sprememba v peroksidnem Stevilu majhna, navadno opazimo hiter porast peroksidnega
Stevila, kar dokazuje pokvarjenost olja. Pomembno je, da ima olje na zacetku shranjevanja
¢im manjSe peroksidno Stevilo. Za rafinirana olja je to pod 1 meq O2/kg olja, za deviska pa
do 3 meq O2/kg olja (7).

Poznamo ve¢ metod ugotavljanja peroksidnega Stevila. Standardna je metoda po Wheelerju,

ki je farmakopejska in smo jo uporabljali v tej raziskavi. Gre za jodometri¢no titracijo, kjer



s standardno raztopino natrijevega tiosulfata, ob prisotnosti Skrobovice kot indikatorja,
titriramo koli¢ino joda, ki se sprosti pri reakciji hidroperoksida s kalijevim jodidom (slika

5). Koli¢ina spro$¢enega joda je proporcionalna koli¢ini hidroperoksidov.

= CH~CH=CH—— + 2Hl ———® - GH-CH=CH—+ [+ H,0
O—OH OH

l,+ 28,00 =21+ §,0%

Slika 5: Reakcija lipidnega hidroperoksida z jodidom in titracija joda z natrijevim tiosulfatom (7).

Da je olje kakovostno, ne moremo zagotovo trditi samo na podlagi peroksidnega Stevila.
Hidroperoksidi namrec¢ S ¢asom razpadajo, tako da lahko dobimo lazno oceno kakovosti olja
(na primer ze nastali hidroperoksidi razpadajo hitreje, kot nastajajo novi). Za pravilno
interpretacijo peroksidnega Stevila moramo torej poznati razmere, v katerih smo shranjevali
olje. Pri ugotavljanju kakovosti olja v SirSem smislu je zato smiselno uporabiti dodatne

metode, s katerimi ugotavljamo prisotnost sekundarnih produktov (npr. anizidinsko Stevilo).

10



2.NAMEN DELA

Rastlinska olja so siroko uporabljana na razli¢nih podrocjih, v farmaciji, kozmetiki, industriji
in predvsem v prehranske namene. Z vidika oksidativne stabilnosti so problemati¢na
predvsem tista, ki vsebujejo veliko vecCkrat nenasicenih mascobnih kislin. Znacilen
predstavnik te skupine rastlinskih olj je laneno olje s priblizno 60-odstotno vsebnostjo -
linolenske kisline. Ena od moznosti, s katero izboljSamo oksidativno stabilnost taksnih olj,

je dodatek antioksidantov.

V magistrski nalogi bomo ugotavljali, ali lahko z dodatkom rastlinskih izvleckov zmanjsamo
oziroma upoc¢asnimo oksidativno kvarjenje lanenega olja. Uporabili bomo $est izvle¢kov, Ki
jih bomo raztopili v olju v Stirih koncentracijah. Uporabili bomo rastlinske izvlecke
ekstrakcije s superkritiénim ogljikovim dioksidom naslednjih rastlin: navadni hmelj
(Humulus lupulus L.), mac¢ja meta (Nepeta cataria L.), navadni rman (Achillea millefolium
L.), vrtni ognji¢ (Calendula officinalis L.), prava kamilica (Chamomilla recutita L.), navadni
brin (Juniperus communis L.) ter izvle¢ek vitamina E. Kontrolni vzorec bo laneno olje brez

izvleCka, za primerjavo pa bomo izbrali $e sintezni antioksidant butilhidroksitoluen (BHT).

Laneno olje z dodanimi izvlecki in kontrolnim antioksidantom bomo starali pri poviSani
temperaturi in na zraku. Oksidativno stabilnost bomo spremljali s pomo¢jo ugotavljanja
peroksidnega Stevila po metodi B iz Evropske farmakopeje (Ph. Eur.), in sicer v Stirih

¢asovnih toc¢kah vsakih sedem dni.

Na podlagi dobljenih rezultatov bomo dolocili rastlinske izvlecke, ki bi lahko bili predmet
nadaljnjih raziskav v smeri izboljSanja oksidativne stabilnosti olj. Izpostavili bomo tudi
snovi, ki ne bodo pripomogle k izboljsanju oksidativne stabilnosti ali celo delovale
prooksidativno.

11



3.MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Rastlinski materiali

Uporabili smo Sest razli¢nih rastlinskih izvleckov (preglednica I), pridobljenih z ekstrakcijo
s superkriticnim ogljikovim dioksidom (CO2). To je proces lo¢evanja snovi z uporabo
superkriticnega CO, kot ekstrakcijskega topila. TakSna ekstrakcija ima ve¢ prednosti.
Superkriti¢ni CO2 lazje prodre v rastlinske celice v primerjavi s teko¢imi topili. S pomocjo
regulacije temperature in tlaka lahko dosezemo selektivno ekstrakcijo. Taksen ekstrakt ne

vsebuje zaostankov topil, saj CO2 popolnoma odstranimo (16).

Preglednica I: Seznam rastlinskih izvleckov, ki smo jih proucevali v raziskavi. Izdelali so jih v podjetju IME

Insol d. d.
Slovensko ime rastline Latinsko ime rastline Rastlinski del
Navadni hmelj Humuus lupulus socvetje
Vrtni ognji¢ Calendula officinalis cvet
Navadni brin Juniperus communis plod
Prava kamilica Chamonmilla recutita cvet
Navadni rman Achillea millefolium cvetoca zel
Macja meta Nepeta cataria zel

Pripravili smo vzorce rastlinskih izvleckov, raztopljenih v lanenem olju, in sicer dve seriji,

prvo s koncentracijama 0,1 % in 0,5 % in drugo s koncentracijama 0,01 % in 0,05 %.

Laneno olje (Oleum lini) je bilo nerafinirano in nefiltrirano, hladno stisnjeno neposredno

pred zacetkom raziskave (Oljarna Pecaric, Slovenija).
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3.1.2 Topila
PEROKSIDNO STEVILO

Izooktan in ocetno kislino smo pripravili v razmerju 2 : 3 (V/V).

e izooktan, Merck, Nemcija

e Dbrezvodna ocetna kislina, Merck, Nem¢ija

3.1.3 Reagenti
PEROKSIDNO STEVILO

o Kkalijev jodid, Merck, Nemc¢ija

e natrijev tiosulfat pentahidrat, Sigma-Aldrich, Nemcija

e Skrob, Sigma-Aldrich, Nemcija

e salicilna kislina, Sigma-Aldrich, Nemcija

e preciScena voda, Fakulteta za farmacijo

e kalijev bromat, Merck, Nem¢ija

e 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), Merck, Nem¢ija

e Tocoferol Natural (30 %), All Organic Treasures GmbH, Nemcija

3.1.4 Aparature in laboratorijska oprema

e tehtnica Kern, KERN & Sohn GmbH, Nemc¢ija

e suSilnik SP - 120C EASY, Kambi¢, Slovenija: 40 °C
e ultrazvoc¢na kadicka

e Stoparica

e Dbireta, 25 mL

e avtomatska pipeta

Pri izvajanju eksperimentalnega dela smo uporabili klasi¢no laboratorijsko opremo:
erlenmajerice, steklene vsebnike za olja, Case, steklene palCke, valje, steklene zamaske,

colnicke, spatule, nastavke za avtomatsko pipeto, aluminijasto folijo.
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3.2 METODE

3.2.1 Ugotavljanje peroksidnega Stevila

Reagente, njihovo standardizacijo in peroksidno $tevilo smo dolocali po postopkih, ki so

predpisani v Evropski farmakopeji (Ph. Eur.) (43).

PRIPRAVA VZORCEV Z RASTLINSKIMI IZVLECKI

Vzorce prve serije smo pripravili tako, da smo natehtali 0,2 g izvlecka v 200 g olja

(koncentracija 0,1 %) ter 1,0 g izvlecka v 200 g olja (koncentracija 0,5 %).

Pri pripravi vzorcev manjsih koncentracij (druga serija) smo izvlec¢ke natehtali v 100 g olja.
Natehtali smo 0,01 g izvlecka za koncentracijo 0,01 % in 0,05 g izvlecka za koncentracijo
0,05 %.

PRIPRAVA VZORCA Z DODATKOM BHT:

Za pripravo kontrolnega vzorca s sinteznim antioksidantom smo natehtali 0,02 g BHT v 200

g lanenega olja.
PRIPRAVA VZORCA Z DODATKOM VITAMINA E:

Na voljo smo imeli 30-odstotni izvle¢ek tokoferolov v son¢ni¢nem olju, zato smo glede na
deklarirano vsebnost preracunali, koliko izvlecka tokoferolov potrebujemo, da bo njegova
koncentracija v nasem vzorcu 0,1 % oziroma 0,5 %. Za pripravo vzorca s koncentracijo 0,1
% smo natehtali 0,66 g izvlecka tokoferolov v 200 g lanenega olja in za pripravo vzorca s

koncentracijo 0,5 % 3,30 g izvlecka tokoferolov v 200 g lanenega olja.

Vse izvlecke in kontrolni antioksidant smo zatehtali v steklene vsebnike in jih raztopili v
ustrezni koli¢ini lanenega olja. Pri raztapljanju izvleckov v lanenem olju smo si pomagali z

ultrazvokom.

Vsi vzorci so bili popoldne in ponoc¢i (priblizno 16 do 18 h) izpostavljeni poviSani
temperaturi (40 °C). Zjutraj smo steklenicke vzeli iz susilnika, jih premesali in odprli, da so

bili vzorci lanenega olja z izvlecki izpostavljeni kisiku iz zraka (priblizno 6 do 8 ur).
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PRIPRAVA REAGENTOV
0,01 M natrijev tiosulfat

Pri ugotavljanju peroksidnega stevila smo uporabljali 0,01 M natrijev tiosulfat, ki smo ga

pripravili z red¢enjem 0,1 M natrijevega tiosulfata s precis¢eno vodo.

0,1 M natrijev tiosulfat

Za pripravo 0,1 M natrijevega tiosulfata smo v bucko natehtali 25,0 g natrijevega tiosulfata
pentahidrata, dopolnili s pre¢is¢eno vodo do oznake 1 L ter pretresli, da se je natrijev

tiosulfat raztopil.

0,033 M kalijevega bromata

Za standardizacijo natrijevega tiosulfata smo na analizni tehtnici v 100-mililitrsko bucko
natehtali 0,5565 g kalijevega bromata, dopolnili s pre¢is¢eno vodo do oznake in pretresli, da

se je kalijev bromat raztopil.

Pripravili smo nasiceno raztopino kalijevega jodida. V 100-mililitrsko bu¢ko smo natehtali

16,6 g kalijevega jodida in dopolnili s precisc¢eno vodo do oznake.

Klorovodikovo kislino smo pripravili tako, da smo v 100-mililitrsko bucko najprej nalili 20

A Wt v v

mL preciS¢ene vode, nato dodali 70 g HCI in dopolnili s precis¢eno vodo do oznake.

Standardizacija 0,1 M natrijevega tiosulfata

10 mL 0,033 M Kkalijevega bromata smo dodali 40 mL preciscene vode, 10 mL kalijevega
jodida in 5 mL HCI. Erlenmajerico smo ovili z aluminijasto folijo in pustili 10 minut. Nato
smo dodali 1 mL Skrobovice in titrirali nastali jod do razbarvanja. Naredili smo tri ponovitve.
Povprec¢na poraba 0,1 M natrijevega tiosulfata je bila 19,75 mL. Po izra¢unu smo ugotovili,

da koncentracija natrijevega tiosulfata ustreza 0,1 M.
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Nasicena raztopina kalijevega jodida

Natehtali smo 148 g kalijevega jodida. Prenesli smo ga v 100-mililitrsko bu¢ko in do oznake
dopolnili s prekuhano in ohlajeno pre¢is¢eno vodo. S prekuhavanjem preciS¢ene vode
odstranimo raztopljeni CO2. V bucki ostanejo neraztopljeni kristali kalijevega jodida. Bucko

smo ovili v aluminijasto folijo in shranili v hladilnik.

Skrobovica

Natehtali smo 1 g Skroba in ga raztopili v manj$i koli¢ini mrzle preciS¢ene vode. Dodali smo
200 mL vrele precis¢ene vode in 0,25 g salicilne kisline ter zmes vreli Se 3 minute. Ohlajeno

Skrobovico smo prenesli v bucko in bucko zavili v aluminijasto folijo ter shranili v hladilnik.

UGOTAVLJANJE PEROKSIDNEGA STEVILA

METODA B (Eur. Ph.):

V 250-mililitrsko erlenmajerico smo priblizno natan¢no natehtali 2 g vzorca (glede na
pric¢akovano vrednost peroksidnega Stevila) (43). Vzorcu smo dodali 50 mL zmesi izooktana
in ocetne kisline (v volumskem razmerju 2 : 3) in mesali, da se je olje raztopilo. Dodali smo
0,5 mL kalijevega jodida in mo¢no stresali 60 + 1 sekundo. Dodali smo 30 mL precis¢ene
vode, premesali in po kapljicah titrirali z natrijevim tiosulfatom, do skoraj$njega izginotja
rumene barve. Nato smo dodali 0,5 mL $krobovice in pocasi titrirali do razbarvanja. Titrirali
smo po tri ponovitve vsakega vzorca in slepi preizkus, ki ni smel prese¢i 0,1 mL natrijevega

tiosulfata. Peroksidno $tevilo (Ip) smo izracunali po naslednji enacbi (43):

_ 1000 (V1 —V0)c
m

Ip

c ... koncentracija natrijevega tiosulfata
m ... masa natehtanega olja
V1 ... volumen porabljenega natrijevega tiosulfata vzorca

Vo ... volumen porabljenega natrijevega tiosulfata slepega preizkusa
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Rezultate peroksidnega $tevila smo izrazili kot povpre¢no vrednost treh meritev. Izracunali
smo $e standardno deviacijo, Ki je navedena pri posameznih grafih, in relativno standardno
deviacijo. Slednja je bila pri vseh meritvah manjsa od 10 %, kar nam je sluzilo kot
zagotovilo za ustrezno ponovljivost; v nekaj primerih so bila odstopanja vecja, kar smo

navedli v preglednicah v prilogi.

4.1 PEROKSIDNO STEVILO

S pomocjo peroksidnega Stevila (lp) lahko ¢asovno spremljamo, kako nara$¢a Koli¢ina
primarnih produktov oksidacije (hidroperoksidi), in dolo¢imo toc¢ko, ki olje oznacuje kot

zarko. Zgornja meja lp je za deviska olja 10—20 meq O2/kg olja in za rafinirana 5 meq O2/kg

7).

V prvem delu raziskave smo proucevali vzorce rastlinskih izvleckov in vitamina E v
koncentracijah 0,1 % in 0,5 %, v drugem delu pa v koncentracijah 0,01 % in 0,05 %. Sintezni
antioksidant BHT smo uporabili samo v 0,01-odstotni koncentraciji. Kot kontrolo smo
uporabili samo laneno olje brez izvlecka, in sicer v vsakem delu raziskave novo serijo olja.
Seriji sta se razlikovali glede na Ip v zadetni tocki merjenja, in sicer je bilo slednje za 1. serijo

2,06 in za 2. serijo 0.

4.1.1 Oksidacija lanenega olja

Po Ph. Eur. mora biti vrednost I < 15 meqg/kg, da ustreza zahtevam farmacevtske kakovosti
(43). Literatura navaja obi¢ajne vrednosti okoli 2,4 meqg/kg (29, 30). Preiskovano laneno olje
je bilo devisko olje, ki je bilo stisnjeno za namene naSe raziskave in smo ga do zacetka
nasega dela (priblizno en mesec) shranjevali v originalni ovojnini v hladilniku. V ni¢ti tocki
nasega dela (prva serija proucevanih koncentracij izvleCkov) smo dolo¢ili I 2,06 meg/kg
(graf 1). S tem smo dokazali, da ustreza pogojem, ki veljajo za deviska olja, torej Ip < 3
meqg/kg (7).
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Graf 1: Peroksidno Stevilo (meq/kg) lanenega olja, staranega pri 40 °C, v odvisnosti od ¢asa; SD=
0,1-0,24.

Koli¢ina hidroperoksidov v samem lanenem olju, staranem pri temperaturi 40 °C, je potem
pocasi naraséala do 21. dneva (5,79 meq/kg) ter se v naslednjih sedmih dnevih izrazito
dvignila in 28. dan dosegla vrednost 30,1 meqg/kg. Nasi rezultati so primerljivi z
literaturnimi, Kjer so laneno olje prav tako izpostavili povisani temperaturi (40 °C) in so

njihovi rezultati prikazani na grafu 2 (31).
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Graf 2: Peroksidno stevilo (meq/kg) lanenenega olja staranega pri 40 °C v odvisnosti od casa (prirejeno po
31).

0,01 % BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol)

0,01 % BHT smo raztopili v lanenem olju in je sluzil kot kontrolni sintezni antioksidant. Z
njim smo primerjali rastlinske izvlecke in tako skusali ugotovili, kateri bi bili primerni
kandidati za nadaljnje raziskave in kaksna je mozZnost zamenjave sinteznega antioksidanta z
antioksidanti naravnega izvora. Kot vidimo na grafu 3, je BHT takoj po dodatku lanenemu
olju zmanjsal Ip, in sicer z 2,06 meg/kg na 0,91 meq/kg. Ir je nato do 21. dneva narascal
enako pocasi kot pri kontrolnemu lanenemu olju in Sele v 35. dnevu dosegel vrednost 13,0

meq/kg (zgornja meja Ip za deviska olja je 10-20 meqg/kg).
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Graf 3: Peroksidno stevilo (meg/kg) lanenega olja s sinteznim antioksidantom, staranega pri 40 °C, v
odvisnosti od casa; SD= 0,01-0,23.

Z vidika uporabe za prehranske namene velja BHT za varnega v koncentracijah, dovoljenih
za CloveSko uporabo. V Zdruzenih drZzavah Amerike naj njegova koncentracija ne bi
presegala 50 ppm (13). Deloval naj bi celo antikancerogeno (13). Omeniti pa moramo
nekatere studije, ki so pokazale, da BHT v ve¢jih koncentracijah vpliva kancerogeno na jetra,
ledvica in pljuca. Ravno potencialna toksi¢nost je razlog za sodobni trend zmanjsevanja
uporabe sinteznih antioksidantov in nadomesScanja oziroma iskanja antioksidantov

naravnega izvora (13).
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4.1.2 Vpliv dodatka izvlecka navadnega hmelja na oksidacijo lanenega olja

Prve meritve vzorcev z 0,01 %, 0,05 % in 0,1 % izvlec¢ka navadnega hmelja v lanenem olju
so ob ¢asu 0 pokazale antioksidativne lastnosti hmelja, saj je izvlecek v teh koncentracijah
zmanjsal Ip. Nasprotno pa je pri 0,5-odstotni koncentraciji prislo do nasprotnega delovanja,

ki se je nato v nadaljevanju izrazilo pri vseh vzorcih (graf 4).
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Graf 4: Peroksidno stevilo (meg/kg)lanenega olja z izvieckom navadnega hmelja, staranega pri 40 °C, v
odvisnosti od ¢asa;, SD=0,03—1,16.
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V izvlecku je bila ocitno prisotna spojina (ali ve¢ spojin), ki je delovala prooksidativno. Po
14. dneh staranja olja vidimo, da je pri ve¢ji koncentraciji izvlecka v olju veéje tudi Ip.
Zanimivo je, da je do 14. dne Ip narascalo priblizno enakomerno pri vseh koncentracijah
izvleCka, pri meritvi v 21. dnevu pa je prislo do preobrata in je Ip pri koncentracijah 0,01 %
in 0,05 % naraslo hitreje ter v kon¢ni tocki meritve doseglo najvecji vrednosti (39,8 meqg/kg
pri 0,01 % izvlecka in 43,1 meq/kg pri 0,05 % izvlecka).

Glede na zacetno predpostavko, da izvlec¢ek navadnega hmelja vsebuje snov(i), ki deluje(jo)
prooksidativno, smo pricakovali, da bo Ip z vecanjem koncentracije izvlecka narascalo.
Omenjenega nepricakovanega porasta Ip pri obeh manjsih koncentracijah (0,01 % in 0,05
%) ne znamo smiselno razloziti. Za iskanje vzrokov bi morali poznati kemijsko sestavo

izvlecka navadnega hmelja.

Na grafu vidimo tudi, da vse krivulje koncentracij izvle¢kov navadnega hmelja nara$cajo
precej hitro. Ni znacilnega poloZznega dela krivulje, ki v dolo¢eni tocki zaéne strmo narascati,
kot lahko opazimo na grafih pri ostalih izvleckih. Razlog za to je morda v prisotnosti
spojin(e) iz izvlecka navadnega hmelja, ki vstopa(jo) v interakcijo s samo reakcijo titracije
in daje(jo) lazno vecje vrednosti Ip. Po drugi strani pa izhodis¢na meritev vzorcev z 0,01 %
in 0,05 % izvlecka zavraca to teorijo, saj smo pri teh koncentracijah izmerili Ip 0. V primeru,
da bi bila v izvle¢ku prisotna snov, ki bi vstopala v interakcijo z reakcijo titracije, Ip ne bi
bil 0, razen Ce je koncentracija te snovi v vzorcih manjsih koncentracij na zacetku merjen;
premajhna. Navadni hmelj vsebuje veliko spojin, katerih delovanje Se vedno ni to¢no

definirano in je vsekakor zanimiva tema za nadaljnje raziskave.

4.1.3 Vpliv dodatka izvle¢ka vrtnega ognjica na oksidacijo lanenega olja

Pri vzorcih vrtnega ognjica v koncentracijah 0,1 % in 0,5 % vidimo pocasno nara$canje lp
in dobro za$¢ito lanenega olja pred oksidativnimi spremembami (graf 5). Obe koncentraciji
izvlecka sta imeli moc¢nejse antioksidativno delovanje kot sintezni antioksidant. Po 42. dneh
je I naraslo na 12,6 meg/kg (0,5 %) oziroma 13,7 meg/kg (0,1 %), kar je v primerjavi z

samim lanenim oljem (Ip = 30,1 meq/kg) vec¢ kot pol manjse.
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Graf 5: Peroksidno stevilo (meq/kg) lanenega olja z izvleckom vrtnega ognjica, staranega pri 40 °C, v
odvisnosti od ¢asa; SD=0-0,53.

Ce primerjamo Ip vzorcev obeh koncentracij v odvisnosti od ¢asa, vidimo, da narasda s
podobno hitrostjo in v priblizno enaki meri. Nekoliko manjs$o konéno vrednost doseze Ip pri
vzorcu koncentracije izvlecka 0,5 %. Koncentraciji izvlecka vrtnega ognjic¢a 0,1 % in 0,5 %
imata torej podobno antioksidativno delovanje. Zanimivo bi bilo spremljati Ip pri vzorcih s
Se vecjimi koncentracijami izvleCka in ugotoviti, ali pride do dodatnega povecCanja
antioksidativnega delovanja ali do prooksidativnega u¢inka. Izvlecki vrtnega ognji¢a namre¢
vsebujejo med drugim tudi tokoferole (20), za katere vemo, da lahko imajo tako

antioksidativni kot prooksidativni u¢inek.
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Pri izvlecku vrtnega ognjica smo ugotovili, da sta bili koncentraciji 0,01 % in 0,05 %
premajhni, da bi se pokazalo antioksidativno delovanje. V primerjavi s samim lanenim oljem
vidimo, da je vzorcema z najmanj§ima koncentracijama izvlecka Ip naras¢alo celo nekoliko
hitreje. Pri meritvi v 28. dnevu pa se je pojavil enak problem kot pri izvlecku navadnega
rmana. Nismo mogli dolociti kon¢ne tocke titracije, vendar prejSnja merjenja in strmost

krivulje nakazujeta na skokovito povecanje Ip.

V raziskavi iz literature (33) so z metodo HPLC v alkoholnih izvle¢kih vrtnega ognjica
odkrili tri derivate kofeinske kisline in deset flavonoidov (npr. kemferol, kvercetin,
izoramnetin). V primerjavi z modrim glavincem (Centaurea cyanus L.), vrstami Sipka (Rosa
x damascena Mill., Rosa gallica L. in Rosa canina L.) in sorto dalije (Dahlia 'Mignon') je
imel vrtni ognji¢ najvecjo vrednost flavonoidov (7,37-11,15 mg/g suhe mase) in fenolnih
spojin (7,47-11,31 mg/g suhe mase) (33). V izvleckih vrtnega ognji¢a so odkrili tudi
karotenoide (flavoksantin), triterpenoide in kumarine (40). Vsem tem spojinam pripisujejo

antioksidativno delovanje.

4.1.4 Vpliv dodatka navadnega brina na oksidacijo lanenega olja

Pri vzorcih lanenega olja z izvleckom navadnega brina so vse koncentracije izvleCkov
izboljSale oksidativno stabilnost v primerjavi s samim lanenim oljem, vendar $e vedno manj
kot sintezni antioksidant (BHT)(graf 6). Pri koncentraciji 0,01 % in 0,05 % je Ip v prvih treh
tednih narascalo zelo pocasi. Pri meritvi v 21. dnevu bilo Ip 1,24 meg/kg (0,01 %) oziroma
1,48 meqg/kg (0,05 %). Ze pri naslednji meritvi ¢ez teden dni smo opazili hiter porast Ir na
8,29 meqg/kg (0,01 %) in 8,05 meg/kg (0,05 %).
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Graf 6: Peroksidno stevilo (meg/kg) lanenega olja z izvleckom navadnega brina, staranega pri 40 °C, v
odvisnosti od ¢asa; SD= 0-0,35.

Ce primerjamo koncentraciji 0,1 % in 0,5 %, vidimo, da ve&ja koncentracija bolj u¢inkovito
zmanj$a oksidativno kvarjenje lanenega olja. Po petih tednih je tako Ip pri 0,1 % izvlecka
18,1 meq/kg in pri 0,5 % izvlecka 7,56 meq/kg. Izpostavimo lahko tudi dejstvo, da po 35.
dnevih spremljanja Ip pri vzorcu s koncentracijo izvlecka 0,5 % Se vedno nismo dosegli
tocke, po kateri lp skokovito naraste. To pomeni, da je antioksidativna uc¢inkovitost izvlecka

navadnega brina zelo dobra.
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V raziskavi, kjer so primerjali vodni in etanolni izvle¢ek navadnega brina, so ugotovili, da
se z veCanjem koncentracije (20-60 pg/mL) pri obeh vrstah izvlecka veca tudi
antioksidativno delovanje. Antioksidativho delovanje je bilo tudi vi§je v primerjavi z
antioksidativnim delovanjem 60 pg/ml a-tokoferola. Celotna koncentracija fenolnih spojin
je pri vodnem izvlec¢ku dosegla vrednost 16,6 pg galne kisline/g suhe snovi in pri alkoholnem

16,2 ug galne Kisline/g suhe snovi. (41)

Damjanovi¢ in sodelavci so v izvleckih brina, pridobljenih s superkriti¢cnim CO2, najsli v
veéji meri terpenoide (a-pinen (32,9 %), terpinen-4-ol (10 %)), monoterpenske
ogljikovodike (55,7 %) in oksigenirane spojine (12,2 %) (21). V S§tudiji, ki je primerjala
koncentracije spojin, ekstrahiranih s superkritiénim COg, v primerjavi z vodno destilacijo,
so ugotovili, da se hlapne snovi bolje ekstrahirajo z vodno destilacijo. Tako najdemo vecji
delez a-pinena in 3-karena v vodnih izvleckih, medtem ko sta deleza a-tujona in limonena

vecja pri izvleckih, ekstrahiranih s superkritiénim CO2 (22).

Pri ugotavljanju antioksidativne aktivnosti izvle¢kov navadnega brina za lovljenje
vodikovega peroksida z metodo po Ruchu (41), so dokazali njihovo boljso antioksidativno

aktivnost v primerjavi s sinteznima antioksidantoma BHT in BHA ter a-tokoferolom (41).

4.1.5 Vpliv dodatka prave kamilice na oksidacijo lanenega olja

Pri vzorcih z izvleckom prave kamilice vidimo, da se krivulje peroksidnega Stevila pri vseh
koncentracijah izvlecka nahajajo med krivuljama olja brez izvlecka in sinteznega
antioksidanta (graf 7). Izvle¢ek kamilice je lanenemu olju oksidativno stabilnost izboljsal,
vendar manj kot sintezni antioksidant. Oksidacija vzorcev z 0,1 % in 0,5 % izvlecka je
¢asovno potekala primerljivo z vzorcem brez izvlecka in vzorcem z BHT, nekoliko hitreje
pa je potekala oksidacija vzorcev z najmanjSima koncentracijama izvlecka. V konéni tocki
merjenja v 28. dnevu je lp samega lanenega olja skokovito naraslo (30,1 meg/kg), medtem
ko se je pri vzorcih z izvleckom gibalo od 12,5 do 15,8 meq/kg. Najmanjse Ip (12,5 meqg/kg)
in s tem najboljSo zaséito pred oksidativnim kvarjenjem lanenega olja smo dobili pri 0,1-

odstotni koncentraciji izvlecka prave kamilice.
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Graf 7: Peroksidno stevilo (meg/kg) lanenega olja z izvleckom prave kamilice, staranega pri 40 °C, v
odvisnosti od c¢asa; SD= 0-0,49.

Potek oksidacije lanenega olja pri koncentracijah izvlecka 0,01 % in 0,05 % je zelo podoben.
Krivulji rasti peroksidnega Stevila sta skoraj vzporedni in 28. dan dosezeta Ip 15,8 meqg/kg
(0,01 %) in 15,7 meg/kg (0,05 %).

Pri pripravi vzorca, tj. pri raztapljanju izvlecka prave kamilice, se je laneno olje obarvalo
rahlo modrozeleno. To je posledica hamazulena, ki daje modro barvo tudi eteri¢cnemu olju
prave kamilice (34). Ta modrozelena barva vzorca nam je otezila ugotavljanje peroksidnega
Stevila, saj ni priSlo do znacilnega barvnega preskoka kot pri ostalih vzorcih, ki niso bili
obarvani. Pri doloCitvi koncne toCke smo morali biti zelo previdni, saj se vzorec ni

popolnoma razbarval. Razbarvanje smo opazili sele po dolo¢enem cCasu, ko sta se fazi lo¢ili.
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Zaradi tega dopus¢amo moznost, da smo koncno tocko titracije odcitali napac¢no (prepozno)

in tako dobili preveliko vrednost peroksidnega stevila.

V raziskavi, kjer so ugotavljali antioksidativno in protimikrobno uéinkovitost izvle¢kov
prave kamilice, so dolo¢ili skupno koli¢ino fenolov, ki so odgovorni za antioksidativno
delovanje, in sicer 2,4-3,7 mg galne kisline/g suhe mase (35). Podatek velja za metanolne

izvlecke.

Koli¢ina ekstrahiranih fenolov se razlikuje glede na vrsto uporabljene ekstrakcije in vrste
topila. Pri uporabi metanola kot topila se ekstrahira najve¢ja koli¢ina fenolov, nato si po
koli¢ini ekstrahiranih snovi sledijo etanol, dietileter in heksan. Apigenin je predstavljal 7 %
identificiranih spojin, kofeinska in ferulna kislina 9 % spojin in kvercetin 13 % spojin v
izvlecku (35).

4.1.6 Vpliv dodatka navadnega rmana na oksidacijo lanenega olja

Izvle¢ki navadnega rmana so v vseh proucevanih koncentracijah izkazovali slabse
antioksidativno delovanje kot BHT (graf 8). Najboljse rezultate smo dobili z vzorcem

izvlecka pri koncentraciji 0,1 %.

Bistvena je konc¢na tocka meritev po 28. dneh, ko je pri samem lanenem olju I doseglo
vrednost 30,0 meq/kg, pri 0,1-odstotnem izvlecku rmana v lanenem olju pa 15,3 meg/kg,
torej je olje Se vedno ustrezalo standardom za najveéjo dovoljeno vrednost Ip za deviska olja
(1020 meq/kg). Tudi pri koncentraciji izvlecka 0,5 % smo v konéni tocki (28. dan) izmerili

ustrezno Ip (17,2 meq/kg).

Zanimivo je opazanje, da je lp do 21. dneva pri obeh vzorcih naras¢alo primerljivo s samim

lanenim oljem, nato pa je prislo do hitrega porasta le pri vzorcu lanenega olja.
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Graf 8: Peroksidno stevilo (meg/kg) lanenega olja z izvleckom navadnega rmana, staranega pri 40 °C, v
odvisnosti od ¢asa; SD=0-0,42.

Glede na boljse antioksidativne lastnosti vzorcev izvlecka v 0,1-odstotni koncentraciji smo
pri seriji meritev vzorcev s §e manjSimi koncentracijami pricakovali dodatno zmanjSanje Ip.
Pricakovanih rezultatov nismo dobili, kajti pri koncentracijah izvlecka 0,01 % in 0,05 % ni
prislo do izboljSanja oksidativne stabilnosti. Krivulji Ip za oba vzorca sta skoraj sovpadali in
po 21. dneh dosegli vrednosti 8,50 meq/kg oziroma 8,63 meq/kg, kar je vec kot pri lanenem

olju brez izvlecka (5,79 meq/kg).
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Odprto ostaja vprasanje, zakaj sta se vzorca z izvleCkom v najmanjsih dveh proucevanih
koncentracijah kvarila Se hitreje kot olje brez izvlecka. Pomislimo lahko na snov, ki bi
delovala prooksidativno ali vstopala v interakcijo z reakcijo titracije, vendar bi bila v tem
primeru verjetno vidno pospesena tudi oksidacija pri vecjih koncentracijah zaradi vecjega
deleza te snovi, do Cesar pa ni prislo. Omeniti moramo tudi, da po 28. dneh titracije za
koncentraciji 0,01 % in 0,05 % nismo uspeli izvesti. Po dodatku Skrobovice je namre¢ nastala
emulzija, ki se pri s titriranju z natrijevim tiosulfatom ni hotela razbarvati. Po dolo¢enem
Casu, ko sta se fazi loc¢ili, se je vodna faza sicer razbarvala, vendar nismo mogli od¢itati
kon¢ne tocke titracije. Kljub ve¢ ponovitvam nam ni uspelo odkriti napake oziroma

ugotoviti, kaj je vzrok.

V literaturi smo nasli podatke o antioksidativnem delovanju za metanolne izvlecke
navadnega rmana in njegovega eteri¢nega olja, katerih sestavine predstavljajo kar 90 %
identificiranih  spojin. Dokazali so antioksidativno aktivnost etericnemu olju in
vodotopnemu dela metanolnega izvlecka. Prevladujoéim spojinam v eteriénem olju
(evkaliptol, kafra, a-terpineol, B-pinen, borneol) so posami¢no preizkus$ali antioksidativno
aktivnost, vendar je z nobeno metodo (lovljenje hidroksilnih radikalov, zaviranje
superoksidnih radikalov, zaviranje lipidne peroksidacije in DPPH) niso uspeli dokazati.
Antioksidativno delovanje eteri¢nega olja dokazuje sinergizem spojin v eteri¢nem olju, ki

privede do antioksidativnega delovanja, Ki se pri izoliranih spojinah ne pokaze (39).

4.1.7 Vpliv dodatka izvlecka macje mete na oksidacijo lanenega olja

Pri vzorcih z izvleCkom macje mete opazimo, da je bilo antioksidativno delovanje vzorca s
koncentracijo 0,1 % do 28. dneva povsem primerljivo z delovanjem sinteznega antioksidanta
(graf 9). V naslednjih dveh tednih je izvlecek macje mete bolj u¢inkovito zavrl oksidacijo
lanenega olja in v zadnji tocki meritev, po 42. dneh, je Ip vzorca doseglo vrednost 15,4

meg/kg.

V primerjavi z oljem brez izvlecka je bila oksidacija zmanjsanja tudi pri koncentraciji
izvlecka 0,01 %, vendar od 21. dne manj ucinkovito v primerjavi z BHT in koncentracijo

izvlecka 0,1 %.
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Graf 9: Peroksidno stevilo (meg/kg) lanenega olja z izvlieckom macdje mete, staranega pri 40 °C, v odvisnosti
od ¢asa; SD=0-0,37.

Krivulja naraséanja Ip je pri koncentracijah izvlecka 0,05 % in 0,5 % primerljiva s krivuljo
olja brez izvlecka. Ip je pri obeh vzorcih z izvleCkom sicer narasc¢alo nekoliko hitreje kot pri
vzorcu lanenega olja brez izvlecka, vendar pa je slednji v kon¢ni tocki merjenja v 21. dnevu
dosegel vecjo vrednost.

Na grafu vidimo, da vecanje koncentracije izvleCka ne pripomore k sorazmerno vecji

oksidativni stabilnosti lanenega olja. Glede na rezultate bi kot optimalno in najbolj
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uc¢inkovito dolo¢ili 0,1-odstotno koncentracijo izvlecka, ki ji po padajoc¢i u€inkovitosti po
vrsti sledijo koncentracije 0,01 %, 0,5 % in 0,05 %.

Dosedanje raziskave in podatki o antioksidativnem delovanju spojin macje mete so precej
skopi. Navajajo, da so zanj odgovorne fenolne spojine, ki se v etanolnem izvlecku nahajajo
v obsegu 29,8-49,3 mg, preracunano na vsebnost galne kisline. Med polifenolne spojine, ki
so jih identificirali v macji meti, sodijo fenolne kisline in flavonoidi. Fenolni kislini, ki sta
se v vseh vrstah etanolnih izvleckov v raziskavi pojavljali v najveéjem delezu, Sta
rozmarinska in sinapinska kislina. Rozmarinska kislina je tudi dokazano ena izmed glavnih

antioksidantov v macji meti (38).

V studiji, kjer so primerjali antioksidativno delovanje alkoholnega izvlecka macje mete in
etericnih olj mete, so ugotovili, da noben izvle¢ek ne bi mogel nadomestiti sinteznega
antioksidanta BHT. Antioksidativno aktivnost so ugotavljali s pomoc¢jo metode DPPH. V
kasnejsih Studijah so ugotovili, da lahko blago antioksidativno delovanje eteri¢nih olj macje

mete pripiSemo 1,8-cineolu in linaloolu (28).

4.1.8 Vpliv dodatka vitamine E na oksidacijo lanenega olja

Za vitamin E smo dobili drugac¢ne rezultate, kot smo jih sprva pricakovali glede na Stevilne
raziskave in dokazano antioksidativno delovanje tokoferolov. Nobena od preiskovanih
koncentracij ni izboljsala oksidativne stabilnosti lanenega olja. Oksidacija in posledi¢no Ip

sta naraScala hitreje kot pri samem lanenem olju brez dodanega izvlecka.

V konéni tocki meritev po 28. dneh je Ip pri 0,01 % izvlecka vitamina E 41,4 meqg/kg, pri
0,05 % 44,2 meg/kg, pri 0,1 % 29,5 meg/kg in pri 0,5 % 32,8 meg/kg. Strmo krivuljo
naras¢anja vidimo predvsem pri koncentraciji 0,5 %, kjer Ip doseze vrednost 11,8 ze po 14.
dneh (graf 10). Glede na to, da Ip izrazito naras¢a, lahko predvidevamo, da v taksni koli¢ini

deluje prooksidativno.
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Graf 10: Peroksidno stevilo (meg/kg) lanenega olja z vitaminom E, staranega pri 40 °C, v odvisnosti od
¢asa; SD=0,10-0,97.

Z manjSanjem koncentracije dodanega vitamina E smo pri¢akovali manjse vrednosti Ip,
vendar so rezultati pokazali drugace. Pri najman;si testirani vrednosti 0,01 % je Ip prav tako

hitro narascalo kot pri vecjih koncentracijah.

Vsekakor so tokoferoli Ze nekaj ¢asa predmet raziskav Stevilnim znanstvenikom, ki skusajo
razloziti njihovo antioksidativno oziroma prooksidativno delovanje. Podobne zakljucke, kot
smo jih dobili mi, smo zasledili tudi v nekaj drugih raziskavah. V raziskavi (44), kjer so
primerjali uc¢inek tokoferolov v razponu koncentracij od 0,01 % do 0,25 % na avtooksidacijo
trigliceridov lanenega olja, v razmerah z malo kisika, niso ugotovili antioksidativnega uc¢inka

tokoferolov. Pri spremljanju nastanka primarnih produktov oksidacije s pomocjo
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peroksidnega Stevila in nastajanja konjugiranih dienov S0 opazili naras¢anje v odvisnosti z
naras¢anjem koncentracije tokoferolov. Dodani y-tokoferol v koncentraciji 0,01 % je izrazil
antioksidativno delovanje primerljivo s kontrolnim vzorcem,. Pri koncentracijah, vec¢jih od
0,01 %, je prislo do prooksidativnega delovanja. d-tokoferoli niso pospesili oksidacije, niti

je niso upocasnili.

V nekaterih raziskavah so dobili nasprotne rezultate in so dokazali antioksidativno delovanje
tokoferolov. Po dodatku tokoferolov ribjemu olju v koncentraciji priblizno 1000 ppm, so
spremljali naras¢anje peroksidnega Stevila in konjugiranih dienov. Vzorci so bili
izpostavljeni povisani temperaturi (30 °C) Ugotovili so antioksidativno delovanje a-, B- in

d-tokoferolov, pri ¢emer je d-tokoferol izrazil najboljse delovanje (45).

V raziskavi (46) so primerjali antioksidativno delovanje posameznih tokoferolov v
primerjavi z zmesjo tokoferolov, dodano koruznemu olju. &-Tokoferol je deloval
antioksidativno pri koncentraciji 2000 ppm (in tudi manjsih koncentracijah), z ve¢anjem
koncentracije je njegovo antioksidativno delovanje naraséalo. Glede na narascajoce Stevilo
hidroperoksidov so dolo¢ili koncentracijo, ki daje najve¢je antioksidativno delovanje: pri
zmesi a- in y-tokoferola v razmerju 1 : 1 250 ppm in pri naravni zmesi sojinih tokoferolov
500 ppm. y-Tokoferol je pri koncentraciji 5000 ppm deloval prooksidativno. Pri
koncentracijah zmesi tokoferolov, kjer je bilo a-tokoferola manj kot 130 ppm, je prislo do
antioksidativnega delovanja. Pri zmeseh tokoferolov, kjer je a-tokoferol presegal 130 ppm,
se je izrazilo prooksidativno delovanje (46).

Naj kot povzetek zgornjih ugotovitev poudarimo, da laneno olje Ze samo po sebi vsebuje
tokoferole. Zato lahko z njihovim dodajanjem hitro presezemo mejo, ki lo¢i med
antioksidativnim in prooksidativnim delovanjem. Upostevajo¢ zacetno koncentracijo -
tokoferola v lanenem olju (58 mg/100 g), je optimalna koli¢ina za dodatek y-tokoferola do

100 mg/100 g olja. Vecje koncentracije povzrocajo prooksidativno delovanje (37).
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4.1.9. Primerjava antioksidativnega delovanja proucevanih rastlinskih izvle¢kov in
kontrolnih antioksidantov

Ce primerjamo med seboj antioksidativni vpliv rastlinskih izvle¢kov, dodanim lanenemu
olju, ugotovimo, da se po delovanju na oksidativno stabilnost samega lanenega olja delijo

na tri skupine:

e rastlinske izvlecke, ki niso izboljsali oksidativne stabilnosti lanenega olja,

e rastlinske izvleCke, ki so izboljsali oksidativno stabilnost olja, vendar so slabse
aktivni kot sintezni antioksidant, in

e rastlinske izvlecke, ki so izboljsali oksidativno stabilnost lanenega olja in bi lahko

nadomestili sintezni antioksidant.

Za serijo koncentracij 0,1 % in 0,5 % smo dobili naslednje rezultate (graf 11, preglednica |
v prilogi).

Izvlecki navadnega hmelja, vitamina E in macje mete (0,5 %) niso izboljsali oksidativne
stabilnosti. Izvlecki navadnega rmanain prave kamilice so izboljsali oksidativno stabilnost,

vendar ne bolj kot sintezni antioksidant. Izvlecki macje mete (0,1 %), navadnega brina in

vrtnega ognjica so izboljsali oksidativno stabilnost bolje kot sintezni antioksidant.
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Ce pogledamo $e skupni graf (graf 12) serije koncentracij izvletkov 0,01 % in 0,05 %,
vidimo, da se rezultati delijo na tri skupine, tako kot pri prejsnji seriji.
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Graf 12: Peroksidno Stevilo (meq/kg) lanenega olja za vse vzorce koncentracij 0,01 % in 0,05 % v odvisnosti

od casa.
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Izvlecki navadnega hmelja, vitamina E, macje mete (0,05 %), vrtnega ognji¢a in navadnega
rmana niso izboljSali oksidativne stabilnosti. Izvlecek prave kamilice je pokazal
antioksidativno delovanje, a manjse kot sintezni antioksidant. Izvlecki brina in macje mete

(0,01 %) so izboljsali oksidativno stabilnost bolje kot sintezni antioksidant (preglednica Il v
prilogi).

V prihodnosti bi bilo zanimivo prouciti kemijsko sestavo izvleckov, ki so izkazali najboljso
antioksidativno dejavnost. Tako bi lazje spremljali kakovost posameznih izvleckov med
razliénimi serijami. Dobili bi tudi natan¢no informacijo o posameznih spojinah, ki jih
najdemo v izvlecku, na podlagi ¢esar bi lahko zanesljivo proucili njihove prispevke k

antioksidativnemu oziroma prooksidativnemu delovanju.

Za lazjo primerjavo rezultatov smo na skupnem grafu prikazali ¢as, v katerem lp vzorcev

lanenega olja doseze vrednost 10.

vrtni ognjic (0,1 % in 0,5 %)
navadni brin (0,5 %)

macja meta (0,1 %)

BHT (0,01 %)

navadni brin (0,1 %)

navadni brin (0,01 % in 0,05%)*
macja meta (0,01 %)*
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Graf 13: Cas (dnevi), v katerem vzorci lanenega olja dosezejo lp 10; * prikazan je ocenjen cas

(eksperimentalnih meritev nimamo)

Na grafu (graf 13) vidimo, da so se kot najboljsi antioksidanti izkazali izvle¢ki vrtnega
ognjic¢a (0,1 % in 0,5 %), macje mete (0,1 %) in navadnega brina (0,5 %), medtem ko pri



izvleckih navadnega hmelja in vitamina E (0,5 %) opazimo najizrazitejSe prooksidativno

delovanije.
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5. SKLEP
V magistrski nalogi smo lanenemu olju dodali razli¢ne rastlinske izvlec¢ke ali sintezni
antioksidant (BHT). Laneno olje smo izbrali zaradi njegove majhne oksidativne stabilnosti.
Vzorce smo starali na poviSani temperaturi in izpostavljene zraku. Dolocali smo peroksidno
Stevilo po farmakopejski metodi. Spremljali smo ¢asovno nara$canje peroksidnega Stevila in
s tem zarkost lanenega olja. Skusali smo najti rastlinski izvlecek, ki bi ga lahko dodali olju
in povecali njegovo oksidativno stabilnost. Zanimala nas je optimalna (najmanjsa)
koncentracija izvlecka, ki ima antioksidativnho delovanje, zato smo izvlecke dodali v

razli¢nih koncentracijah.

V primerjavi s samim lanenim oljem brez izvleCka smo ugotovili, da so oksidativno
stabilnost izboljSali naslednji izvlecki: izvlecki navadnega brina in prave kamilice v vseh
Stirih proucevanih koncentracijah, izvlecki macje mete v koncentracijah 0,01 % in 0,1 % ter
izvlecki vrtnega ognjica v koncentracijah 0,1 % in 0,5 %. Med vsemi prou¢evanimi
rastlinskimi izvlecki bi izpostavili izvle¢ek navadnega brina (0,5 %), izvleéek macje mete
(0,1 %) ter izvlecek pravega ognjica (0,1 % in 0,5 %). Delovali so bolje kot sintezni
antioksidant. Izmed vseh vzorcev je peroksidno Stevilo pri teh izvleckih pri navedenih
koncentracijah narasalo najpocasneje in doseglo tudi najmanjSo konéno vrednost

peroksidnega Stevila.

Vzorci z dodatki izvleckov navadnega hmelja in vitamina E so izrazili prooksidativno
delovanje. Peroksidno Stevilo je v primerjavi s samim lanenim oljem nara$calo hitreje in

doseglo ve¢jo kon¢no vrednost.

Nekaj tezav smo imeli pri dolo¢anju peroksidnega Stevila za vzorce z dodatki izvleCkov
navadnega rmana in vrtnega ognjic¢a pri koncentracijah 0,01 % in 0,05 %. Pri titraciji je

nastala emulzija in kon¢ne tocke titracije nismo mogli dolo€iti.

Nase sklepne ugotovitve kazejo, da proucevani rastlinski izvlecki lahko delujejo kot
ucinkoviti antioksidanti. Podariti moramo, da so razmere, v katerih smo vzorce lanenega olja
z dodanimi izvlecki starali, zelo obremenilne. Izboljsanje oksidativne stabilnosti za vec dni
v tako obremenilnih razmerah lahko namre¢ pri normalnih razmerah shranjevanja pomeni
podaljsanje uporabnosti olja na ravni ve¢ meseceV ali celo let. Slednje je zelo pomembno z

vidika velikih uporabnikov rastlinskih olj, predvsem prehrambne in kozmeti¢ne industrije.
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Z dodajanjem izvleCkov bi lahko izboljsali oksidativno stabilnost rastlinskim oljem na
naraven nacin. Pri tem se moramo dotakniti vprasanja ekonomicnosti, saj je pridobitev
kakovostnega in u¢inkovitega rastlinskega izvle¢ka navadno drazja od pridobitve sinteznega
antioksidanta. V splosnem pa je prednost antioksidantov naravnega izvora (predvsem kadar
govorimo o dobro raziskanih in skozi zgodovino $iroko uporabljanih rastlinskih izvleckih)
gotovo ta, da so zdravju neskodljivi in so lahko pomembna alternativa za uporabo v

rastlinskih oljih, namenjenih tako farmacevtski in kozmeti¢ni kot tudi prehrambni industriji.
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PRILOGA:
Preglednica I: Peroksidna stevila (meq/kg) za 1. serijo vzorcev lanenega olja z dodatkom rastlinskih
izvleckov in BHT.

zorec Navadni hmelj Macja meta

0,1% RSD 0,5% RSD (%) 0,1% RSD 0,5% RSD
Cas (%) (%) (%)
0 1,40+0,14 | 9,8 2,66+0,14 | 5,1 1,66+0,15 | 9,2 2,33+0,28 | 12,1
7 5,36+0,18 | 3,5 9,52+1,16 | 12,2 1,99+0,23 | 11,8 5,95+0,28 | 4,7
14 10,5+0,2 | 1,9 14,0£0,1 | 0,7 2,08+0,13 | 6,3 491+0,37 | 7,6
21 19,3+£0,13 | 0,7 20,9+0,2 | 1,0 2,49+0 0 8,3540,31 | 3,7
28 32,84+0,09 | 0,3 33,340,114 | 0,4 4,46+0,21 4,8 17,240,31 | 1,7
35 8,08+0,14 | 1,8
42 15,4+0,04 | 0,3

zorec Navadni rman Vrtni ognjic¢
0,1% RSD 0,5% RSD 0,1% RSD 0,5% RSD

as (%) (%) (%) (%)
0 1,50+0,01 0,6 1,65+0,15 | 8,8 1,41+0,15 10,5 1,08+0,14 | 13,3
7 2,56+0,37 | 14,6 | 2,710 0 1,91+0,53 276 | 1,99+0,12 | 0,8
14 3,05+0,13 4.2 3,71+£0,42 11,3 1,25+0 0 1,9140,16 | 8,6
21 4,29+0,14 34 6,55+0,18 | 2,7 1,90+0,14 7,1 2,1540,13 | 6,1
28 15,3£0,31 2,0 17,2+0,09 | 0,5 3,39+0,36 10,5 | 3,65+0,14 | 3,9
35 6,52+0,12 1,8 5,55+0,1 1,9
42 13,7+0,06 0,5 12,6+0,14 | 1,1
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zorec

vzorec

Navadna kamilica Navadni brin
0,1 % RSD 0,5% RSD 0,1 % RSD 0,5% RSD
(%) (%) (%) (%)
1,41+£0,14 | 9,9 1,16+0,14 | 12,1 1,07+0,15 | 13,8 0,83+0,14 | 16,9
2,23+0,01 | 0,5 2,48+0,42 | 17,0 2,57+£0,14 | 5,6 1,974£0,25 | 12,5
2,56+0,12 | 4,7 2,58+0,14 | 5,3 2,64+0,13 | 5,0 1,65+0,27 | 16,2
4,55+0,37 | 8,2 5,05+0,13 | 2,5 3,81+0,12 | 3,0 2,40+0,15 | 6,3
12,50 0 14,7£0,1 | 0,7 9,39+0,12 | 1,2 5,30+0,13 | 2,4
18,240 0 7,56+0,17 | 2,2
28,4+0,14 | 0,5 15,6+0,05 | 0,3
Vitamin E BHT Brez
izvlecka
0,1 % RSD 0,5 % RSD 0,01 % RSD RSD
(%) (%) (%) (%)
1,08+0,14 12,9 0,66+0,14 21,4 0,91+0,14 15,5 2,06+£0,14 6,9
2,39+0,13 54 4,05+0,12 3,0 2,30+0,13 5,6 2,91+0,16 55
4,80+0,13 2,7 11,8+0,23 1,9 2,75+0,01 0,3 3,97+0,24 6,01
12,19+0,38 3,1 19,5+0,15 0,8 4,46+0,23 51 5,79+0,16 2,8
29,5+0,15 0,5 32,8+0,19 0,6 13,0+0,1 0,7 30,1+0,1 0,3
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Preglednica Il: Peroksidna Stevila (meq/kg) za 2. serijo vzorcev lanenega olja z dodatkom rastlinskih

izvleckov in BHT.
zorec Navadni hmelj Macja meta
0,01 % RSD | 0,05% RSD | 0,01 % RSD | 0,05% RSD

cas (%) (%) (%) (%)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 6,13+0,14 2,2 8,48+0,12 1,4 2,244+0,01 0,3 4,39+0,16 3,6
21 20,3+0,15 0,7 22,9+0,07 0,3 3,56+0,12 3,3 9,57+0,12 1,2
28 39,8+0,03 0,1 43,1+0,14 0,3 8,40+0,17 2,0 24,7+0,07 0,3
vzorec Navadni rman Vrtni ognji¢

0,01 % RSD 0,05 % RSD 0,01 % RSD 0,05 % RSD
cas (%) (%) (%) (%)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 4,40+0,13 3,0 3,97+0,02 0,6 4,56+0,1 2,3 3,39+0,12 3,7
21 8,510 0 8,64+0,12 1,4 8,33+0,07 0,9 7,57+0,13 1,6

vzorec Navadna kamilica

0,01 % RSD | 0,05 % RSD
cas (%) (%)
0 0 0 0 0
14 3,48+0 0 3,08+0,15 4,8
21 5,79+0,11 1,9 | 5,98+0,23 3,9
28 15,8+0,42 | 2,7 | 15,7+0,49 3,1
vzorec Navadni brin Vitamin E

0,01 % RSD | 0,05% RSD 0,01 % RSD 0,05 % RSD
as (%) (%) (%) %)
0 0 0 0 0 1,56+0,15 | 2,7 1,32+0,16 | 11,7
14 1,24+0,01 | 0,6 1,410,214 | 9,9 9,1+0,31 | 34 8,04+0,15 1,9
21 235+0,01 | 0,8 1,48+0,01 | 0,6 21,740,3 | 1,4 19,5+0,10 | 0,5
28 8,29+0,18 | 2,2 8,05+£0,35 | 4,4 41,4+0,29 | 0,7 44,2+0,97 | 2,2
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