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Izvlecek: Hrana na bazi zit bistveno prispeva k vnosu
energije v clovesko telo, saj se pogosto znajde na nasih je-
dilnikih, medtem ko polnozrnata zivila iz zit pripomorejo k
ve¢jemu vnosu mikronutrientov kot, ¢e ta uzivamo v preci-
$¢eni obliki. Vezane fenolne spojine, ki so nakopiceni v otro-
bih zit, se transformirajo v dvanajstniku, v debelem crevesu
pa jih prisotna mikrobiota v procesu fermentacije pretvori v
metabolite, ki se lahko absorbirajo. V drugem delu je pred-
stavljena analiza fenolnih spojin, s poudarkom na hidrolizi in
ekstrakciji vezanih fenolnih spojin, njihovi kvantifikaciji ter
identifikaciji. Ker slaba biorazpolozljivost neekstraktibilnih
fenolnih spojin kriticno omejuje izkori$¢anje njihovega $iro-
kega potenciala, se v ¢lanku dotaknemo tudi tehnik in novih
strategij, s katerimi je mozno sprostiti fenolne spojine iz ne-
topno vezanih oblik z obdelavo zivil. Poblizje se spoznamo
z dvema trenutno zelo aktualnima pristopoma, kaljenjem in
fermentacijo. S transformacijo vezanih fenolnih spojin v lazje
dostopne proste fenolne spojine, lahko poleg ugodnega anti-
kancerogenega ucinka na debelo crevo, izkoristimo tudi nji-
hovo antioksidativno in protimikrobno ucinkovitost. Zaveda-
nje potro$nikov in njihovo povprasevanje po zdravi hrani je
privedlo do zahtev po vkljucevanju naravnih sestavin v pro-
izvodnjo izdelkov z dodano vrednostjo. Pridobivanje ferulne
kisline iz polnozrnatih pripravkov zit in njihova vkljucitev v
funkcionalne prehrambene proizvode je vsekakor pomemb-
no raziskovalno podrocje v prihodnosti.

Klju¢ne besede: polnozrnati zitni izdelki; hidroliza ve-
zanih fenolnih spojin; biorazpoloZljivost fenolnih spojin; ka-
ljenje; fermentacija; funkcionalna Zivila
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Bound phenolic compounds of whole cereal grains as a
functional food component: part two

Abstract: Since they are eaten regularly, cereals based
food make a significant contribution to the daily energy in-
take, meanwhile in whole-grain form they contribute to higher
micronutrients intake that refined cereal products. The bound
phenolic compounds, which are accumulated in cereal bran,
play a key role in the duodenum, where they are transformed
to the absorbable metabolites by microbial fermentation. In
part two, an analysis of phenolic compounds is presented,
with emphasis on the hydrolysis and extraction procedure for
bound phenolic compounds, their quantification and identifi-
cation. Due to poor bioavailability of non-extractable phenol-
ic compounds, which critically limits the exploitation of their
wide potential, the article also discusses techniques and new
strategies that enable the release of phenolic compounds from
insoluble bound forms during food processing. Two current
approaches, germination and fermentation, are presented in
more details. With transformation of bound phenolic com-
pounds to more easily accessible free phenolic compounds,
we also benefit from their antioxidant and antimicrobial effi-
cacy in addition to a favorable anti-cancer effect on the colon.
The awareness of consumers and their demand for healthier
foods led to the exploration and incorporation of natural in-
gredients in the production of value added products. The ex-
traction of ferulic acid from whole grain cereal products and
its incorporation in functional food products is definitely an
important area of future research.

Key words: whole-grain cereal products; hydrolysis of
bound phenolic compounds; bioavailability of phenolic com-
pounds; germination; fermentation; functional foods
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1 ANALIZA FENOLNIH KISLIN

Glede na razli¢no naravo fenolnih kislin, ki jih naj-
demo v zitih, je pomembno izbrati metodo, ki v naj-
vedji mozni meri zajame vse tar¢ne molekule. Analiza
fenolnih kislin sestoji iz ve¢ korakov, postopek obicajno
vkljucuje ekstrakcijo, hidrolizo, ¢is¢enje oz. izolacijo,
identifikacijo in kvantifikacijo. V Preglednici 1 so nave-
dene posamezne fenolne kisline in njihova razsirjenost
med ziti in psevdoziti.

Ne glede na vrsto zita, je eden klju¢nih korakov
homogenizacija vzorca. Ta zagotavlja reprezentativen
vzorec (ustrezen delez endosperma, kalcka in zunanjih
plasti), po drugi strani pa le zadostna homogenizacija
omogoca dobro ekstraktibilnost in analiticno pono-
vljivost. Zmanjsanje velikosti delcev vpliva na prenos
mase. Z namenom zagotavljanja ¢im vecje kontaktne
povrsine med tarénimi molekulami in ekstrakcijskim
topilom, se v literaturi najveckrat omenja mletje, red-
keje pa drobljenje v moznarju ali uporaba stiskalnice
(Dominguez-Rodriguez in sod., 2017). Pred homoge-
nizacijo je vzorec priporocljivo stabilizirati s teko¢im
dusikom (inaktivacija encimov, ohranjanje fenolnih
spojin), pa tudi sicer je pomembno, da se analiza izve-
de ¢im hitreje po zakljuceni homogenizaciji. Obstaja-
jo Stevilni dokazi, da na izplen fenolnih spojin v veliki
meri vplivajo razmere ekstrakcije, med drugim izbira
ekstrakcijskega topila (Gunenc in sod., 2015), nacin
ekstrakcije (Kumar in sod., 2016), ¢as in temperatura
ekstrakcije (Wang in sod., 2008). Dominguez-Rodrigu-

ez in sod. (2017) opozarjajo, da je potrebno v vzorcu
upostevati tudi vsebnost vode. Susenje vzorca lahko
povzroci kontrakeijo celic, kar potencialno ovira ek-
strakcijo analita iz notranjosti celice. Zato je vpijanje
vode in nabrekanje celic do dolo¢ene mere zazeleno,
vendar je prisotnost vode socasno v tesni korelaciji z
zmanjsano stabilnostjo vzorca (nastale spremembe so
posledica kemijskih in encimskih reakcij). Susenje na
zraku je dolgotrajen postopek, ki zahteva relativno vi-
soke temperature, kar lahko vodi v pretvorbe fenolnih
spojin. Dobro alternativo, ki zagotavlja maksimalno do-
bit in ohranitev fenolnih spojin, predstavljata suenje z
zamrzovanjem (liofilizacija) in vakuumsko susenje.
Ekstrakcijske tehnike delimo na konvencionalne
in napredne. Prvi sklop je osnovan na principu sol-
ventne ekstrakcije, tj. uporabi organskih topil (primeri:
metanol, etanol, aceton) ali mesanici topil (metanol/
voda, nakisan metanol/voda, aceton/voda, ...) (Domin-
guez-Rodriguez in sod., 2017). Zaradi ve¢ hidroksilnih
skupin (ki so polarne) in aromatskega obroca (ki je ne-
polaren), je vecina fenolnih spojin, ki na svoj osnovni
skelet nimajo pripete dodatne molekule, dobro topna
v polarnih in srednje nepolarnih topilih (voda/aceton/
metanol in dietileter/etilacetat). Iz tega razloga jih lah-
ko opredelimo kot topne proste fenolne spojine. To-
pni konjugati sestojijo iz fenolne spojine in polarnega
dela (v zitih najpogosteje sladkorja), ki poveca topnost
fenolnih spojin v polarnih topilih. Posledi¢no lahko
tudi topne konjugate ekstrahiramo s polarnimi topili
kot so voda, metanol, aceton oz. jih ocistimo prostih

Preglednica 1: Razdelitev fenolnih kislin in njihova prisotnost v zrnih zit in psevdozit (povzeto po Irakli in sod. (2012a); Wang
in sod. (2014); Calinoiu in Vodnar (2018); Van Hung (2016); Gawlik-Dziki in sod. (2012); Tang in sod. (2016); Dykes in Rooney
(2007); Mir in sod. (2018)).

Table 1: Classification of phenolic acids and their presence in cereal and pseudocereal grains (summarized by Irakli et al.
(2012a); Wang et al. (2014); Calinoiu and Vodnar (2018); Van Hung (2016); Gawlik-Dziki et al. (2012); Tang et al. (2016); Dykes
and Rooney (2007); Mir et al. (2018)).

Fenolna kislina Zito Psevdozito
Galna Riz, proso, oves, pSenica, pira, je¢men, rz, koruza, tritikala Amarant, ajda, kvinoja
Gentisti¢na Proso, pSenica
% p-Hidroksibenzojska Je¢men, oves, riz, proso, pSenica, pira, koruza, rz, tritikala Amarant, ajda, kvinoja
g Protokatehui¢na Riz, proso, rz, je¢men, oves, koruza, pSenica, pira, tritikala Amarant, kvinoja
-’a Salicilna PSenica, pira, jeCmen, oves, tritikala
g Siringi¢na Psenica, pira, koruza, oves, proso, jemen, rz, riz, tritikala Amarant, kvinoja
T Vanilinska Je¢men, oves, proso, psenica, pira, rz, koruza, riz, tritikala Amarant, ajda, kvinoja
2 Cimetna Proso, psenica, oves Kvinoja
g Ferulna Koruza, pSenica, pira, jeCmen, rZ, proso, riz, oves, tritikala Ajda, kvinoja
:g Kavna Oves, riz, jeCmen, pSenica, pira, koruza, proso, rz, tritikala Ajda, kvinoja
g p-Kumarna Koruza, pSenica, pira, jeémen, rz, proso, riz, oves, tritikala Amarant, ajda, kvinoja
T Sinapinska RZ, riz, pSenica, pira, koruza, jemen, proso, oves, tritikala Ajda, kvinoja
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fenolnih spojin s pomocjo dietiletra/etilacetata (Xu in
sod., 2019). Ekstrakcijo trdno-tekoce (kadar je matriks
v trdni obliki) ali tekoce-tekoce (kadar je vzorec teko¢)
lahko uporabimo tudi kot fazo ¢is¢enja za odstranitev
ekstraktibilnih fenolnih spojin. Ce Zelimo v vzorcu
dolociti netopno vezane fenolne spojine, ga moramo
najprej z opisanim postopkom o¢istiti prostih fenolnih
spojin in topnih konjugatov (Dominguez-Rodriguez in
sod., 2017).

V zadnjem desetletju konvencionalne ekstrakecij-
ske metode vse pogosteje nadomescajo sodobne teh-
nike, ki imajo $tevilne prednosti: so hitrejse, avtomati-
zirane, bolj ponovljive in selektivne, zagotavljajo boljsi
izkoristek ekstrakcije, zahtevajo manj$o poraba toksic-
nih topil oz. vklju¢ujejo topila, ki so za okolje manj $ko-
dljiva. Mednje uvrs¢amo uporabo ultrazvoka, mikro-
valov, pulzirajocega elektromagnetnega polja, encimov,
visokega hidrostati¢nega tlaka, tekocin pod pritiskom
in superkriti¢nih teko¢in (Dahmoune in sod., 2014; Das
in sod., 2017; Kumar in sod., 2016). Po uporabi omenje-
nih tehnik, netopne fenolne spojine praviloma se vedno
ostajajo vezane na celi¢ni matriks (Dominguez-Rodri-
guez in sod., 2017). Slabo topni polimeri kot so celuloza,
arabinoksilan, hemiceluloza ali kompleks polisaharid-
-protein, onemogocajo topnost vezanih fenolnih spojin
v vodi in organskih topilih, zato jih pojmujemo tudi kot
netopne ali neekstraktibilne fenolne spojine. Fenolne
kisline bolj ali manj uspes$no sprostimo iz vezane obli-
ke, ¢e vzorec obdelamo z bazo, kislino ali encimi, pri
cemer je izplen odvisen od razmer hidrolize (Acosta-
-Estrada in sod., 2014; Arranz in Saura Calixto, 2010;
Kim in sod., 2006; Verma in sod., 2009). V povezavi s
prekinitvijo glikozidnih in estrskih vezi, ki jih fenolne
spojine najpogosteje tvorijo v zitnih zrnih, se v doseda-
njih raziskavah najveckrat omenjata alkalna in kislinska
hidroliza. Eden izmed moznih pristopov za analizo pro-
stih, konjugiranih in netopno vezanih fenolnih spojin je
prikazan na Sliki 1 in podrobneje predstavljen v eni na-
$ih prejsnjih raziskav (Terpinc in sod., 2011a). Hidrolizi
(alkalni, kislinski, kombinirani), ki sprosti topne in ne-
topno vezane fenolne spojine, obi¢ajno sledi ekstrakcija
hidroliziranih molekul s pomocjo etilacetata, dietiletra
ali zmesi etilacetata in etra (v razmerju 1:1).

Kislinska hidroliza povzro¢i razpad glikozidnih
vezi in sprosti se sladkorni del, medtem ko obicajno
na estrske vezi nima vpliva (Dominguez-Rodriguez in
sod., 2017). Razli¢ni raziskovalci (Chen in sod., 2014;
Kim in sod., 2006) porocajo, da vodi kislinska hidroliza
pri povisanih temperaturah do izgub dolocenih fenol-
nih spojin, tvorbe furfurala in njegovih derivatov. Na
drugi strani lahko z alkalno hidrolizo sprostimo fenol-
ne spojine iz polisaharidov tako, da razcepimo estrske
vezi. Obdelava vzorca z razli¢nimi koncentracijami na-

trijevega hidroksida se je izkazala kot ucinkovit nacin
spro$¢anja omenjenih tar¢nih molekul iz riza (Irakli in
sod., 2018), pSenice (Zhang in sod., 2018), ovsa in je-
¢mena (Gangopadhyay in sod., 2015). Postopek naj ne
bi vodil v kemijsko modifikacijo fenolnih spojin (Do-
minguez-Rodriguez in sod., 2017). Tako kislinska kot
alkalna hidroliza sta nespecifi¢ni in lahko privedeta
do strukturnih sprememb na fenolnih spojinah, zaradi
Cesar ne moremo sklepati o strukturi izhodnih spojin
v netretiranem vzorcu. Bolj specifi¢na, netoksi¢na in
ucinkovita metoda vklju¢uje uporabo encimov: gluko-
ronidaz, pektinaz, celulaz, hemicelulaz, glukanaz, tanaz
in amilaz. Kljub $tevilnim prednostim, je uporaba en-
cimov za razcep glikozidnih vezi in razgradnjo celi¢-
ne stene slabo razsirjena v praksi, predvsem na racun
njihove omejene uporabe. Encimi za svoje delovanje
obicajno potrebujejo mile pogoje delovanja (pH, tem-
peratura in tlak). K manjSemu izplenu netopne frakci-
je pripomore tudi velik delez celuloze in lignina v ce-
licnih stenah rastlin. Eden ucinkovitejsih pristopov je
kombinacija razli¢cnih nacinov hidrolize. Alves in sod.
(2016) so ugotovili, da predhodno tretiranje vzorca z
a-amilazami (15 min obdelava pri 37 °C) zmanjsa vi-
skoznost hidrolizata (alkalna hidroliza je prav tako
potekala pri 37 °C) in tako za ve¢ kot trikrat poveca
ekstraktibilnost vezanih fenolnih spojin v primerjavi s
klasi¢no alkalno hidrolizo pri sobni temperaturi, oz. je
izplen primerljiv z alkalno hidrolizo pri 70 °C. Ceprav
velja kemijska hidroliza za u¢inkovit pristop $tudije ve-
zanih fenolnih spojin, te metode obi¢ajno vkljucujejo
visoke temperature in ostre alkalne ali kisle razmere. Ti
kot taki ne odrazajo realnega stanja v ¢loveskem telesu
(Acosta-Estrada in sod., 2014), zato je relevantnost do-
bljenih rezultatov vprasljiva.

Dolocitev prostih in vezanih fenolnih spojin v
zitih obicajno zahteva dodaten korak, ki je namenjen
odstranitvi interferenc in koncentriranju vzorcev. Z ek-
strakcijo na trdnem nosilcu (SPE) lahko iz Zitnih zrn
ucinkovito odstranimo sladkorje in druge relativno
polarne spojine: organske kisline, aminokisline, pro-
teine. Stevilni poskusi optimizacije omogocajo velike
izkoristke in dobro ponovljivost (Irakli in sod., 2012a,
2012b).

Najbolj razsirjen nacin za lo¢itev in karakterizacijo
posameznih fenolnih spojin je HPLC. Ceprav je znotraj
omenjene tehnike mozna uporaba stevilnih kolon, se
vecina analitikov odlo¢i za uporabo kolone z reverzno
fazo C16 ali C18, ki izboljsa separacijo analitov. Izbira
mobilne faze lahko variira, vendar ta obicajno vkljucuje
gradientno spreminjanje razmerja med organsko in vo-
dno fazo. Slednji se z namenom ucinkovitejse locbe in
resolucije kromatografskih vrhov pogosto doda ocetno
ali mravlji¢no kislino. Se nedolgo tega so za prvo izbiro
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FENOLNE Tom FenoLNE
SPOJINE KONJUGATI SPOJINE
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ekstrakcija z vodno - raztopino metanola

ekstrakcija z vodno
raztopino alkohola

raztopino alkohola ali etanola

supernatant supernatant supernatant
- + + = +
sediment sediment sediment
zakisanje ] ] hidroliza sedimenta
|| supernatanta z | | odstranitev prostih | z
&M HCI fenolnih spojin oM NaOH
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l— fenolnih spojin z
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Zenj hidroliza suhega zakisanje
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- supernatanta z
6 M HCI
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rekonstrukcija v
L raztopini metanola ali
etanola

suSenje ekstraktov in
L rekonstrukcija v
ustreznem topilu

Slika 1: Protokol za analizo razli¢nih oblik fenolnih spojin:. v prvi stopnji (stolpec levo) iz vzorca z ekstrakcijskim topilom (obi-
¢ajno z vodno raztopino alkohola) pridobimo ekstraktibilne fenolne spojine. Za uspesen prehod prostih fenolnih spojin iz bolj
v manj polarno topilo (obicajno dietileter in/ali etilacetat) je potrebno zagotoviti dovolj nizek pH (ker je topnost tar¢nih fenol-
nih kislin v posamezni fazi odvisna od njihove pKa vrednosti), ¢emur sledi rekonstrukcija prostih fenolnih spojin v ustreznem
topilu za nadaljnje analize. Po odstranitvi prostih fenolnih spojin se v vodni raztopini alkohola (supernatantu) nahajajo topni
konjugati, ki jih podvrzemo hidrolizi (stolpec na sredini), cemur sledi zakisanje hidrolizata in ekstrakcija spros¢enih topno ve-
zanih fenolnih spojin z organskim topilom. Prav tako je hidroliza potrebna v primeru netopno vezanih fenolnih spojin (stolpec
desno). Slednjo izvedemo tako, da trdemu preostanku po ekstrakeiji dodamo NaOH, in nadaljujemo s protokolom za ekstrakcijo
prostih fenolnih spojin.

Figure 1: Protocol for the analysis of different forms of phenolic compounds: in the first step (left column), extractable pheno-
lic compounds are obtained from the sample with an extraction solvent (usually an aqueous alcoholic solution). A successful
transition of free phenolic compounds from more to less polar solvent (usually diethyl ether and/or ethyl acetate) requires a
sufficiently low pH (since the solubility of the target phenolic acids depends on their pKa value), followed by the reconstruction
of free phenolic compounds in appropriate solvent for further analysis. After removal of free phenolic compounds, soluble co-
njugates are present in the aqueous alcoholic solution (supernatant) and subjected to hydrolysis (middle column), followed by
acidification of the hydrolyzate and extraction of the released soluble phenolic compounds with an organic solvent. Hydrolysis
is also required in the case of insoluble phenolic compounds (right column). The latter is carried out by the addition of NaOH
to the solid residue after extraction, followed by the protocol for the extraction of free phenolic compounds.

organske faze veljala topila kot so propanol, butanol ali HPLC instrumenti so pogosto sklopljeni z UV/
etilacetat, ki pa so jih v zadnjem casu v veliki meri na-  Vis ali DAD detektorjem. Fenolne kisline v zitnih zrnih
domestila predvsem metanol ali acetonitril (Koistinen absorbirajo svetlobo razli¢nih valovnih dolzin, odvisno
in Hanhineva, 2017). od strukture molekule. Za derivate benzojske kisline je
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to obmocje med 200 — 290 nm, za spojine, ki izhaja-
jo iz cimetne kisline pa 270 - 360 nm. Ta tip detekcije
ne pove nicesar o strukturi posameznih spojin. Zaradi
boljse obcutljivosti, SirSega obmocja detekcije in vecje
natancnosti, je UV-VIS detektor v veliki meri nadome-
stila masna spektroskopija (MS) (Koistinen in Hanhi-
neva, 2017). Med najpogostejsimi nacini ionizacije se
omenja elektrosprej ionizacijo (ESI), ki pride v postev
za detekcijo toplotno obcutljivih analitov z majhno in
srednjo molsko maso. Ta pristop omogoca razlikovanje
med razli¢nimi fenolnimi spojinami in daje informaci-
jo o polozaju glikozidne vezi, glavno pomanjkljivost pa
predstavlja pomanjkanje avtenti¢nih standardov (Do-
minguez-Rodriguez in sod., 2017). Strukturo vezanih
fenolnih spojin lahko dolo¢imo tudi z uporabo jedrske
magnetne resonance (NMR) (Anokwuru in sod., 2018;
Wang in sod., 2015), ki ima $tevilne prednosti pred MS,
vendar se NMR v praksi zaradi visokih stroskov opre-
me in omejenega Stevila studij teh spojin, v ta namen
uporablja relativno redko.

2 SPROSTITEV VEZANIH FENOLNIH
SPOJIN Z OBDELAVO ZIVIL

Medtem, ko nekatera semena stro¢nic in riz uzi-
vamo cela, vecino zitnih zrn predelamo v moko. S tem
vplivamo na matriks, tj. na okolico, v katero so hranila
vgrajena znotraj zrna, posledi¢no pa na samo razpolo-
zljivost teh komponent (Oghbaei in Prakash, 2016). Na-
dalje je potrebno upostevati nacin, kako je zrno vkljuce-
no v zivilo, kot intaktno ali v zmleti obliki. Musa-Veloso
in sod. (2018) so ugotovili, da je imelo uzivanje kruha
narejenega iz polnozrnate moke na dvig glukoze v krvi
podobne posledice kot kruh iz bele, tj. pre¢is¢ene moke,
medtem ko je dodatek celih zrn bistveno zmanjsal gli-
kemicni indeks.

Obdelava zivil je eden klju¢nih korakov, ki dolo¢a
kaksna bo bioloska razpolozljivost in dostopnost bio-
aktivnih komponent. Na eni strani lahko obdelava zi-
vil vodi v zmanjsanje vsebnosti fenolnih spojin, hkrati
pa obstajajo stevilni nacini s katerimi olajsamo cepitev
vezi, povecamo koli¢ino osvobojenih vezanih fenolnih
spojin in izboljSamo njihovo absorpcijo v prebavilih
(Calinoiu in Vodnar, 2018). Razli¢ni pristopi temeljijo
na zmanjs$anju velikosti delcev, razgradnji rastlinskega
materiala in/ali razgradnji prehranske vlaknine. Struk-
tura celicnega matriksa in pa nacin, kako je fenolna
spojina vezana v ta matriks, pomembno vplivata na
njeno fiziolosko funkcijo (Ribas-Agusti in sod., 2018;
Wang in sod., 2015). V sklopu mehanske obdelave ome-
nimo mletje, drobljenje in brusenje. Pristop je osnovan
na povecanju specificne povrsine delcev, ki ekstrakcij-

skemu topilu omogoca lazji dostop do fenolnih spojin.
V to skupino spada tudi mikrofluidizacija, ki temelji
na homogenizaciji matriksa pod visokim tlakom brez
uporabe organskih topil. Tudi tu pride do znatnega
zmanjsanja redukcije velikosti delcev, pri cemer ti eks-
pandirajo, kar razrahlja njihovo trdno strukturo in tako
olajsa ekstrakcijo fenolnih spojin. Naslednjo kategorijo
predstavlja toplotna obdelava, ki vklju¢uje tehnike kot
so parjenje, avtoklaviranje, suSenje in prazenje. Pred-
postavlja se, da avtoklaviranje, zahvaljujo¢ visokim
temperaturam in tlaku ter hitremu zmanjSevanju tla-
ka ob zaklju¢ku procesa, omogoci sprostitev vezanih
fenolnih spojin na racun porusene strukture celicne
stene in delne hidrolize prehranske vlaknine. Toplotno
obdelavo obi¢ajno spremlja tvorba novih spojin (npr.
produktov Maillardove reakcije) z znatno antioksida-
tivno ucinkovitostjo. Eno novejsih tehnik predstavlja
tudi kuhanje z ekstrudiranjem, ki lahko, prav tako kot
neustrezna toplotna obdelava, povzroci razpad termo-
labilnih molekul. Omenjeni proces prekine integriteto
celi¢ne stene in kovalentne vezi v fenolnih kompleksih
z veliko molsko maso se razcepijo. Med razlicnimi na-
¢ini transformacije vezanih fenolnih spojin, velja izpo-
staviti biolosko transformacijo. Fermentacija in kaljenje
trenutno predstavlja enega najbolj aktualnih podrocij v
sklopu tovrstnih raziskav.

Kaljenje se ze stoletja uporablja z namenom meh-
¢anja strukture zrna, izbolj$anja hranilne vrednosti in
zmanjSevanja antinutritivnih komponent. Proces ka-
ljenja vpliva na okus, aromo, stabilnost in prebavljivost
zrn (Singh in sod., 2015). Primarni cilj je spodbuditi
razvoj hidroliticnih encimov, sintezo novih in aktiva-
cijo tistih, ki so v nekaljenem zrnu v neaktivni obliki.
Biosintezne poti v kale¢em zrnu vodijo do strukturnih
sprememb obstojecih spojin kot tudi do sinteze novih,
bioaktivno pomembnih molekul. Xu (2019) povzema,
da se med kaljenjem z vidika metabolizma fenolnih
snovi odvijajo trije procesi. Prvi¢, v celici se vrsi sinteza
fenolnih spojin iz glukoze ali aromatskih aminokislin.
Pentozno-fosfatna pot, glikoliti¢na in $ikimatna pot
zagotovijo prekurzorje, ki je najveckrat fenilalanin. Ta
se v citosolu pretvori v fenolne kisline, te pa v endo-
plazmatskem retikulumu naprej v flavonoide, stilbene,
kumarine. Nastale molekule lahko v nadaljevanju po-
limerizirajo ali se vezejo z drugimi makromolekulami
(polisaharidi, proteini, lipidi), ki jih celica tako vezane
skladi¢i v celi¢ni steni ali vakuoli. Drugi¢, hidroliti¢-
ni encimi med kaljenjem razgrajujejo makrohranila in
posledi¢no sproscajo fenolne spojine iz vezanih oblik.
Tretjic, celica fenolne spojine potrosi, ko ti lovijo proste
radikale ali sluzijo kot intermediati signalnih molekul.

Znano je, da razmere namakanja (Xu in sod., 2009;
Yang, 2001), temperatura kaljenja (Chavarin-Martinez
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in sod., 2019; Paucar-Menacho in sod., 2017), cas kalje-
nja (Kim in sod., 2018; Paucar-Menacho in sod., 2017)
ter nacin osvetljevanja (Xiang in sod., 2017) znacilno
vplivajo na fenolni profil kaljenih Zitnih zrn. V eni na-
$ih prejsnjih raziskav (Terpinc in sod., 2016) smo med
drugim ugotavljali vpliv razmer kaljenja na fenolni pro-
fil dveh sort ajde. Daljse kaljenje je vodilo v vecjo vseb-
nost skupnih fenolnih spojin. Presenetljivo smo najve-
¢ji relativni prirast opazili pri izoorientinu, orientinu in
izoviteksinu, medtem ko se je vsebnost najbolj zastopa-
ne fenolne spojine, rutina, relativno malo spremenila.
Bioloska aktivacija zrn vpliva na vsebnost skupnih fe-
nolnih spojin tako v kalckih kot v preostalemu delu ka-
lecega zrna, pri cemer je vpliv na ekstraktibilne fenolne
spojine drugacen kot na vezane fenolne spojine (Gan
in sod., 2017). Zal se $tevilne raziskave zadnjih let (Bo-
ubakri in sod., 2017; Falcinelli in sod., 2017; Niroula in
sod., 2019) Se vedno osredotocajo na ekstraktibilne fe-
nolne komponente, ceprav imajo tudi v kaljenih Zitnih
zrnih glavno vlogo vezane fenolne spojine (Chen in
sod.,2017; Hung in sod., 2011; Ti in sod., 2014). V zace-
tnih fazah kalitve poteka razgradnja makromolekul, tj.
proteinov, ogljikovih hidratov, lipidov, kar vodi v porast
njihovih presnovnih produktov, tj. prostih aminokislin,
enostavnih sladkorjev in organskih kislin. Aktivnost hi-
droliti¢nih encimov omogoca sprostitev fenolnih spo-
jin iz celi¢ne stene, kar v zacetni fazi pomeni upad ve-
zane frakcije in porast proste (Hiibner in Arendt, 2013).
Alvarez-Jubete in sod. (2010) so primerjali vsebnost ek-
straktibilnih fenolnih spojin v kaljenih zrnih ajde, ama-
ranta, kvinoje in psenice in zabelezili dvakratno po-
vecanje proste frakcije v ajdi, pSenici in kvinoji, kar za
Stirikrat pa se je njihova vsebnost povecala v amarantu.
Kot Ze omenjeno, v kalcku poleg primarnih metabolitov
med kaljenjem nastajajo tudi sekundarni metaboliti,
vklju¢no s fenolnimi spojinami. Ti se nato vgrajujejo v
celi¢ne stene novo nastalih rastlinskih celic, kar pri sta-
rejsih kalckih vodi v ponoven porast vezanih fenolnih
spojin in upad proste oblike (Gan in sod., 2017; Singh
in Sharma, 2017). Da razli¢ne razmere kaljenja znacilno
vplivajo na razmerje med prostimi in vezanimi fenolni-
mi spojinami smo potrdili tudi z lastnimi raziskavami
(Krek, 2018; Golob, 2018). Biosinteza in transformaci-
ja fenolnih spojin lahko nadalje zavisi tudi od stresnih
razmer med kaljenjem (Chen in sod., 2019; Ma in sod.,
2019), niso pa vse spojine enako dovzetne za tovrstne
spremembe. Hung in sod. (2011) v svoji raziskavi na-
vajajo, da je kaljenje pSenice vodilo v porast derivatov
hidroksibenzojske kisline, medtem ko se je vsebnost
derivatov hidroksicimetne kisline zmanjsala. H kopice-
nju vezanih fenolnih snovi je najbolj prispevala ferulna
kislina, med prostimi fenolnimi spojinami pa siringi¢na
kislina. Med kaljenjem v zrnih zit poleg fenolnih kislin
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nastajajo tudi druge fenolne spojine z biolosko ucinko-
vitostjo. Ti in sod. (2014) porocajo o spremenjeni vseb-
nosti tako prostih kot vezanih flavonoidov v primerjavi
z nekaljenim rizem. Nenazadnje, kot povzema Oghbaei
in Prakash (2016), $tevilne $tudije povezujejo kalje-
nje in slajenje Zit z izboljSano prehransko vrednostjo,
prebavljivostjo in lazjo dostopnostjo hranil ter manjso
vsebnostjo nekaterih antinutrientov.

Podobno kot kaljenje, tudi fermentacija spremlja
cloveka Ze zelo dolgo ¢asa. Mehanizem, s katerim po-
ve¢amo biorazpolozljivost in dostopnost nevezanih
fenolnih spojin s pomocjo fermentacije vkljucuje tako
encime iz zitnih zrn kot mikroorganizmov. Predposta-
vlja se, da encimi lahko katalizirajo razgradnjo celi¢ne
stene, poleg tega pa naj bi proces fermentacije zajemal
tako sintezo novih spojin kot tudi encimsko transfor-
macijo razli¢nih Ze prisotnih bioaktivnih komponent.
Ucinkovitost te tehnike (podobno kot pri ostalih) zavisi
od vrste Zita, vrste mikroorganizma in razmer same fer-
mentacije (zlasti temperature, ¢asa, pH) (Wang in sod.,
2014). Kot zZe omenjeno, je ferulna kislina v glavnem
vezana na arabinoksilane. Nadalje lahko pride tudi do
kovalentnih povezav med dvema ferulnima kislinama,
ki sta pritrjeni na sosednja arabinoksilana (Slika 2), ali
do tvorbe med ostankom ferulne kisline in tirozinom.
Encim, ki katalizira cepitev te vezi (kot tudi sprostitev
ostalih hidroksicimetnih kislin iz vezanih oblik), se
imenuje feruloil esteraza (tudi ferulna kislina esteraza).
Uspesno so ga izolirali iz $tevilnih plesni in bakterij,
njeno aktivnost pa so zaznali celo v je¢menu in prosu;
tako raznolik izvor daje feruloil esterazam zelo Sirok
spekter optimalnih razmer delovanja ((pH 3.0 — 10.0)
in (T 20 - 75 °C)). Viri navajajo, da encim postane ak-
tiven med kaljenjem, njegova aktivnost med kaljenjem
postopoma upada, njegovo delovanje pa upocasni ni-
zek pH (3,5) in povisana temperatura. Stevilne raziska-
ve v zadnjih letih potrjujejo smiselnost uporabe feruloil
esteraz za ekstrakcijo bioaktivnih komponent (Géanzle,
2014; Faulds, 2010; Oliveira in sod., 2019).

Prisotnost omenjenega encima, ki katalizira raz-
pad estrske vezi med ferulno kislino in sladkorjem so
potrdili tudi v laktobacilih, ki so naravno prisotni v
naSem crevesju. O znatnem porastu skupnih prostih
fenolnih spojin porocajo v primeru fermentacije pse-
ni¢nih otrobov (Moore in sod., 2007). Avtorji so neod-
visno od seva kvasovk dolo¢ili najvedji relativni prirast
siringinske, manj$i p-kumarne in najmanjsi ferulne ki-
sline. Hkrati pa je bil vpliv omenjenih kvasovk na vseb-
nost vanilinske kisline izrazito negativen, kar nakazuje
na razlicno zmoznost presnavljanja razli¢nih fenolnih
kislin v vezani obliki. Zaporedna uporaba kaljenja in
fermentacije lahko biorazpolozljivost vezanih fenolnih
spojin Se dodatno izboljsa. V eni izmed tak$nih razi-
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Slika 2: Celi¢na stena je bogata z arabinoksilani. Osnovno ogrodje predstavlja veriga ksilana, ki je razvejana z arabinozo ali
glukoronsko kislino. Arabinozni ostanki so pogosto zaestreni s s ferulno kislino, feruloilni estri polisaharidov lahko oksidativno
polimerizirajo, kar vodi v nastanek dimerov in oligomerov, ki pre¢no povezejo bliznje glukoarabinoksilane; sprostitev ferulne
kisline omogoc¢a encim feruloil esteraza (FE) (prirejeno po de Oliveira in sod. (2015)).

Figure 2: Arabinoxylans are abundant in the cell wall. They are composed by a core chain of xylan branched with arabinose
and glucuronic acid. The arabinose residues are often esterified with feruloyl residues, feruloyl esterified to polysaccharides can
further oxidatively polymerize to produce dehydrodimer and oligomers that cross-link vicinal glucuronoarabinoxylan; ferulic
acid can be released by the action of an enzyme feruloyl esterase (FE) (adapted by de Oliveira in sod. (2015)).

skav (Katina in sod., 2007) so z uporabo kvasovk (Sa-
ccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen) znatno
pripomogli k porastu vsebnosti skupnih fenolnih kislin
in sicer za kar 110 % (zgolj s kaljenjem je bilo poveca-
nje 87 % v primerjavi z nekaljenimi zrni). Fermentacija
je bistveno pripomogla k dvigu prostih fenolnih kislin,
zabelezili pa so tudi dvig zaestrenih, glikoziliranih in
vezanih fenolnih kislin. Kot zanimivost povejmo, da
so tako ob uporabi posamezne vrste mlecnokislinskih
bakterij (Lactobacillus plantarum ((Orla-Jensen, 1919)
Bergey in sod., 1923) ali Lactobacillus brevis) kot tudi
mesane kulture (Saccharomyces cerevisiae, Lactobacil-
lus plantarum in Lactobacillus brevis) ali celo spontane
fermentacije, dobili primerljive rezultate za zaestrene,
glikozilirane in vezane fenolne kisline, je pa v vseh na-
Stetih primerih prislo do izrazito negativnega vpliva
na prosto frakcijo fenolnih spojin. Slednje ni v skladu
z raziskavo, ki so jo Konopka in sod. (2014) opravili na
pSenici in rzi. Fermentacija s kvasovkami je povecala
vsebnost proste ferulne kisline 10-krat, uporaba kisle-
ga testa pa 11-krat. Se ve¢je razlike so se pokazale pri
fermentaciji iz polnozrnate moke rzi, kvasovke so vseb-
nost proste ferulne kisline povecala 13-krat, starter kul-
tura mlecnokislinskih bakterij pa kar 25-krat. Tudi sicer
lahko v nedavnem pregledu literature, ki jo je pripravil
Gobbetti (2019), najdemo Stevilne dokaze o smotrno-
sti uporabe kislega testa z namenom sprostitve vezanih

fenolnih spojin. Antognoni in sod. (2019) porocajo o
precej$njemu doprinosu fermentacije k vsebnosti fe-
rulne kisline. Trije izmed osmih preizkusenih sevov
Lactobacillus plantarum so testo uspesno obogatili s
prosto ferulno kislino, vendar kljub relativno zelo veli-
kemu prirastu, je bila vsebnost prostih fenolnih spojin
$e vedno precej manjsa od vsebnosti topnih konjugatov
ter predvsem netopno vezane ferulne kisline. Avtor-
ji so razlike pojasnili s tem, da imajo preizkuseni sevi
razli¢no sposobnost za prekinitev estrske vezi, s katero
je ferulna kislina vezana na celi¢no steno (torej preko
aktivnosti esteraz) kot tudi na rac¢un razlik v aktivno-
sti dekarboksilaz fenolnih kislin. Specificno sposobnost
razgradnje/ hidrolize/ presnove fenolnih spojin s strani
posameznih sevov mle¢nokislinskih bakterij potrjuje
tudi naslednja raziskava. Hole in sod. (2012) porocajo,
da je fermentacija polnozrnatega je¢mena in olus¢enih
zrn ovsa z izbranimi probioti¢nimi bakterijami (Lacto-
bacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri (Kandler in sod.,
1982), Lactobacillus acidophilus ((Moro, 1900) Hansen
in Mocquot, 1970)) znatno povecala vsebnost prostih
fenolnih kislin in tako posledi¢no tudi njihovo bioraz-
polozljivosti. Raziskava je dala $e en pomemben zaklju-
¢ek. Na primeru Bifidobacterium animalis ((Mitsuoka,
1969) Scardovi in Trovatelli, 1974) so pokazali, da velika
aktivnost encima feruoil esteraze (ki je znacilna tudi za
zgoraj omenjene probiotike) Se ne pomeni nujno velike
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ucinkovitosti pri spros¢anju vezane ferulne kisline. Fer-
mentacija z mle¢nokislinskimi bakterijami je vplivala
tudi na spremembo skupnih vezanih fenolnih spojin,
njihova vsebnost se je v jecmenu povecala, pri ovsu pa
zmanjsala, prav tako je bil razlicen vpliv razlicnih bak-
terij na posamezne vezane fenolne kisline znotraj istega
zita kot tudi med ziti. Porast vezane frakcije v je¢menu
so raziskovalci povezali s povecano vsebnostjo topne
vlaknine in posledi¢no lazjo dostopnostjo (ekstraktibil-
nostjo) vezane frakcije.

3 VEZANE FENOLNE SPOJINE V VLOGI
BIOAKTIVNIH KOMPONENT

V zitnih zrnih se nahaja veliko razli¢nih kompo-
nent, ki po zauzitju vplivajo na zdravstveno stanje ljudi.
Poleg zaviranja delitve rakavih celic v debelem c¢revesu
(Madhujith in Shahidi, 2007; Shi in sod., 2015), uzivanje
vezanih fenolnih spojin povezujemo tudi z drugimi ko-
ristnimi posledicami. Katehinom in fenolnim kislinam
pridobljenim iz golega jecmena Zhu in sod. (2015) pri-
pisujejo inhibicijo rasti rakavih celic v jetrih. Raziskave
opravljene na kvinoji (Hemalatha in sod., 2016; Tang in
sod., 2016), so pokazale inhibitorni ucinek na delova-
nje a-glukozidaze (klju¢ni encim pri prebavi komple-
ksnih ogljikovih hidratov) in pankreasne lipaze (vloga
pri absorpciji trigliceridov). Podobne rezultate je dala
tudi $tudija fenolnih spojin, pridobljenih iz ovsa (Cai in
sod., 2012) in prosa (Pradeep in Sreerama, 2017). Na-
dalje so raziskovalci (Boue in sod., 2016) na primeru
barvnega riza ugotovili, da otrobi odstranjujejo gluko-
zo iz krvnega obtoka v mascobne celice ter isto¢asno
upocasnjujejo razgradnjo Skroba do glukoze v tankem
¢revesu. Inhibicija a-glukozidaze in pankreasne lipaze
lahko predstavlja uc¢inkovito strategijo uravnavanja ni-
voja glukoze v krvi in debelosti; dveh klju¢nih dejavni-
kov za razvoj sladkorne bolezni tipa 2.

Ni¢ manj ni pomembno njihovo antioksidativno,
protivnetno in antimikrobno delovanje (Slavin, 2003).
Vse fenolne kisline zahvaljujo¢ svoji strukturi izraza-
jo dolocen antioksidativni potencial. Prostim radika-
lom oddajo elektron ali vodikov atom in jih tako sta-
bilizirajo (Terpinc in Abramovi¢, 2010). Poleg tega ne
smemo pozabiti tudi na njihove presnovne produkte.
Eden taksnih, ki smo ga podrobneje ze predstavili, 4-vi-
nilgvajakol, se je izkazal kot uspesnejsi antioksidant pri
lovljenju alkilperoksilnega radikala v emulziji od svoje-
ga izvornega substrata, ferulne kisline (Terpinc in sod.,
2011). Vezane fenolne spojine so v $tevilnih in vitro an-
tioksidativnih testih pokazali znatno vecjo antioksida-
tivno ucinkovitost v primerjavi s prosto in konjugirano
obliko (Chandrasekara in Shahidi, 2011; Chen in sod.,
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2017; Liyana-Pathirana in Shahidi, 2006; Pang in sod.,
2018). Literaturni viri navajajo, da so fenolni antioksi-
danti pSeni¢nih otrobov (Liyana-Pathirana in Shahidi,
2007; Yu in sod., 2005) sposobni inhibirati LDL oksida-
cijo, kot mozen mehanizem se omenja vezavo apolipo-
proteinov B. Pred leti so z in vitro testi dokazali (Serpen
in sod., 2007), da je alkalna hidroliza znatno zmanj-
gala antioksidativno ucinkovitost spojin pridobljenih
iz pSeni¢nih in je¢menovih otrobov, kar govori v prid
teoriji, da so fenolne spojine bolj uc¢inkovite pri lovlje-
nju prostih radikalov, ko so fenolne spojine vezane na
netopne komponente. Tudi v $tudiji, ki so jo Price in
sod. (2012) opravili na zdravih, prekomerno hranjenih
udelezencih, starih 45 - 65 let, se je na analizi krvne
plazme pokazalo, da je vnos izdelkov obogatenih z ale-
vronsko plastjo psenic¢nih zrn znatno pripomogel k po-
vecani koncentraciji mikrohranil in spojin, s potencial-
no oksidativnim delovanjem. Do podobnih zakljuckov
so prisli tudi Costabile in sod. (2008), ki so poudarili,
da uzivanje polnozrnate pSenice pripomore k povecani
koncentraciji ferulne kisline v krvi (analizirali na tesce).
Slednje je bil po njihovem mnenju dokaz konstantnega
spro$c¢anja antioksidantov v krvni obtok. Istoc¢asno pa
so v svoji $tudiji potrdili vlogo polnozrnatih Zzitnih zrn
kot prebiotikov in ugotovili, da so pripravki za zajtrk iz
polnozrnate psenice bolj zaznamovali ¢revesno mikro-
bioto (povecala populacijo bifido- in mle¢nokislinskih
bakterij) kot pseni¢ni otrobi.

4 VEZANE FENOLNE SPOJINE KOT SES-
TAVINA FUNKCIONALNIH ZIVIL

Dodatek vezanih fenolnih spojin v zivilo je lahko
idealno nadomestilo za aditive (antioksidativno delova-
nje) in konzervanse (protimikrobno delovanje). Nacini
vklju¢evanja v zZivilo so razli¢ni. Priprava ekstraktov
zahteva dodatno delo, uporabo topil, ustrezno opremo.
Po drugi strani lahko prevelika koli¢ina v zivilo doda-
nih vlaknin z vezanimi fenolnimi spojinami predstavlja
tehnolosko in senzori¢no omejitev, zato je ekstrakt po-
gosto prirocnejsa resitev. V $tudiji, kjer so mesu dodali
ekstrakte rzenih in p$eni¢nih otrobov (Sulniaté in sod.,
2016) je to vodilo v izboljsano oksidativno stabilnost
mesnega izdelka in pripomoglo k vecji vsebnosti bioak-
tivnih komponent s potencialno pozitivnim uc¢inkom
na zdravje. Tudi v primeru ajde se je izkazalo, da bi se
ekstrakt fenolnih spojin pripravljen iz otrobov lahko
uporabil kot sestavina z antioksidativnim delovanjem,
z in vitro testom pa je bila potrjena tudi sposobnost za-
viranja tvorbe in razvoja rakastih celic na jetrih (Li in
sod., 2016). Dodatek rizevih otrobov (30 %) je 5-krat
povecal antioksidativno ucinkovitost pSeni¢nega kru-
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ha, pri cemer bistveno ni vplival na splosno senzori¢no
sprejemljivost (Irakli in sod., 2015). Vkljucitev ekstrakta
rizevih otrobov v piskote je pripomogla k manjsi oksi-
daciji prisotnih mascob (Bhanger in sod. 2008). Nadalje,
najnovejse raziskave kazejo na to, da kombinacija dveh
ali ve¢ fitokemikalij razli¢nega izvora pomembno vpli-
va na biolosko ucinkovitost ter razpolozljivost posa-
mezne bioaktivne komponente (Gawlik-Dziki in sod.,
2013; Phan in sod., 2018; Wang in Zhu, 2017). Podob-
ne rezultate je dala tudi socasna uporaba razli¢nih zit.
Raziskovalci (Serpen in sod., 2012) so porocali o siner-
gisticnem in antagonisticnem delovanju polnozrnatih
pripravkov, ki so jih v razli¢nih kombinacijah dodajali
v kruh. Poleg izboljsane antioksidativne ucinkovitosti,
je uporaba ustrezne kombinacije semen vodila v manj-
$o vsebnost akrilamida, uc¢inkovito omejevanje tvorbe
5-hidroksimetilfurfurala in vec¢jo koncentracijo furo-
zina (Serpen in sod., 2012). Opozorimo $e na izsledke
nedavne raziskave, ki so jo izvedli Montemurro in sod.
(2019). Ta je pokazala, da fermentacija kaljenih zrn pse-
nice, jeémena in kvinoje s kislim testom ne vpliva zgolj
na fenolne spojine, ampak soc¢asno poveca vsebnost
peptidov, prostih aminokislin, y-aminomaslene kisline
ter zmanjsa koncentracijo fitinske kisline, kondenzira-
nih taninov, rafinoze in inhibitorjev tripsina. Se ve¢, s
tako pripravljenimi zrni so obogatili kruhe iz pseni¢ne
moke in uspeli razviti senzori¢no sprejemljive izdelke z
veliko prebavljivostjo proteinov in majhno dostopno-
stjo $kroba.

5 ZAKLJUCEK

Potrebna so nova dognanja na podrocju sprosca-
nja in ekstrakcije vezanih fenolnih spojin, da bodo ta
lahko $e ucinkoviteje uporabljena kot funkcionalna
sestavina zivil. Stranski proizvodi Zitno predelovalna
industrije, zlasti otrobi, predstavljajo bogat in poceni
vir bioaktivnih komponent in izkazujejo velik poten-
cial za tovrstno uporabo v prihodnosti. Dodatek veza-
nih fenolnih spojin lahko izboljsa kakovost zivila in mu
podaljsa rok uporabe. Poleg izboljSane antioksidativne
stabilnosti mesa in piskotov, je uporaba ustrezne kom-
binacije semen vodila v manj$o vsebnost akrilamida,
ucinkovito omejevanje tvorbe 5-hidroksimetilfurfurala
in vecjo koncentracijo furozina v kruhu. Fermentacija
kaljenih polnozrnatih semen omogoca izboljsanje pre-
hranske vrednosti izdelkov, poveca vsebnost peptidov,
prostih aminokislin, y-aminomaslene kisline ter zmanj-
$a koncentracijo nekaterih antinutrientov. Omenjen
pristop velja za varen, poceni in tradicionalen postopek
in kot tak bo gotovo dobro sprejet tudi s strani potro-
$nika, saj ponuja izdelke sprejemljive senzori¢ne in teh-

noloske kakovosti. Razvijanje okusnejsih polnozrnatih
zivil z dodano vrednostjo na eni strani ter sodelovanje
industrije, strokovnjakov in vladnih predstavnikov na
drugi, bo potros$niku gotovo pomagalo prepoznati, ku-
piti in zauziti ve¢ tovrstnih izdelkov.
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