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posamicno ali v kombinaciji, na vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti takoj po izdelavi in po
40-dnevnem skladis¢enju. Jetrno pasteto smo izdelali v osmih eksperimentalnih skupinah
(kontrola, AA, Q, a-t, AA+Q, a-t+Q, o-t+tAA in a-t+tAA+Q) in v Stirih proizvodnih
ponovitvah. Na 32 vzorcih smo opravili kemijske (vsebnost CoQ, holesterola in oksidov
holesterola, masc¢obnokislinsko sestavo ter osnovno kemijsko sestavo) in senzori¢no analizo.
Dodatek antioksidantov v pastetni nadev znacilno vpliva na vsebnost vode in CoQqo v
kon¢nem izdelku, ne vpliva pa vsebnost mascob, beljakovin, skupih mineralnih snovi in soli.
V povprecju 100 g pastete vsebuje 60,52 £2,9 mg holesterola in 12,08 £9,4 mg oksisterolov
(od tega 25-hidroksi-holesterola 4,29 +4,3 mg/100 g, So-holestena 3,35 +£3,8 mg/100 g,
7B-hidroksi-holesterola 0,83 +0,3 mg/100 g in 200-hidroksi-holesterola 3,61 + 4 mg/100 g).
Dodatek antioksidantov ne vpliva znac¢ilno na vsebnost holesterola in oksisterolov v pasteti,
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hidroksiholesterola in 20a-hidroksi-holesterola) ter skupne okside in delez oksisterolov.
Najvecji uc¢inek dodanih antioksidantov na zmanjSanje celokupnih oksidov holesterola v 40-
ih dneh skladiS¢enja smo ugotovili v pasteti, v katero smo dodali mesSanico AA in Q
(povecajo se iz 6,05 £1,69 mg/100 g na 14,12 £8,91 mg/100 g), in v pasteti z dodanim Q
(povecajo se iz 7,05+3,93 mg/100 g na 15,94+6,98 mg/100 g), najmanjsi ucinek pa v pasteti
z dodano AA (povecajo se iz 5,71 £0,97 mg/100 g na 24,20 £12,30 mg/100 g. Dodatek
razli¢nih antioksidantov znacilno vpliva na senzori¢no ocenjeno kakovost izdelka, zunanji
izgled, teksturo in predvsem okus, ne vpliva na sestavo prereza, barvo, vonj ter skupno oceno
pastet.
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AB  The aim of this study was to determine the influence of the addition of different
antioxidants, ascorbic acid (AA, 2 g/kg), a-tocopherol (a-t, 200 mg/kg) and coenzyme Q
(Q, 200 mg/kg) alone or in combination on cholesterol oxidation products content in liver
paté immediately after manufacture and after 40-day storage. Liver paté was made in the
eight experimental groups (control, AA, Q, a-t, AA+Q, a-t+Q, a-t+AA and o-t+tAA+Q)
and at four repetitions. On 32 samples were performed chemical (content of CoQy,
cholesterol oxides and cholesterol, fatty acid composition and basic chemical composition)
and sensory analysis. Addition of antioxidants in paté filling significantly affect the water
content and CoQ) in the final product, but does not affect fat, protein, minerals and salt.
In average 100 g of paté contains 60.52 +2.9 mg of cholesterol and 12.08 £9.4 mg
hydroxysterols (from this 25-hydroxy-cholesterol 4.29 + 4.3 mg/100 g, Sa-cholesten 3.35
+3.8 mg/100 g, 7B-hydroxy cholesterol 0.83 + 0.3 mg/100 g and 20a-hydroxy-cholesterol
3.61 +4 mg/100 g). Addition of antioxidants does not significantly affect content of
cholesterol and hydroxysterols, but the 40-day storage effect on the levels of certain
hydroxysterols (25a-hydroxy and 20a-hydroxy cholesterol), total hydroxysterols and share
of hydroxysterols. The highest effect of added antioxidants to reduce total cholesterol
oxides in 40 day storage was found in paté in which we added a mixture of AA and Q
(increase from 6.05 £1.69 mg/100 g to 14.12 + 8, 91 mg/100 g), and the paté with added Q
(increase from 7.05 £+ 3.93 mg/100 g to 15.94 £ 6.98 mg/100 g), and the lowest effect in
paté with added AA (increased from 5.71 + 0.97 mg/100 g in 24.20 £12.30 mg/100 g.
Addition of various antioxidants significantly affected the sensory rated product quality,
appearance, texture and mainly taste, and does not affect the cross-section composition,
colour, smell and overall assessment of paté.



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012

KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ....ovuerreererreereenesssssssessssssessenss I
KEY WORD DOKUMENTATION....coviiiniiissricssnicsssnissssnesssssesssssesssssossssssssssssssssssssss IV
KAZALO VSEBINE \%
KAZALOQO PREGLEDNIC ......iiiiveiicnnnissssncsssncssssscssssnsssssssssssssasses Vil
| UL V27N D0 B ) 1 N VIII
KAZALQO PRILOG cuucciouiiiinnicisnnicssnicsssncssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss IX
OKRAJSAVE IN SIMBOLI .......ovvererrerressessessessessesssssessssssessessessessessessessssssssssessessessessens X
1 UVOD iitiitincninneenninsnecsnessssicssesssesssessssessssssssssssasssssssssssssssssasssssssssssssssssassssessanes 1
L1 INNAMEN Lt ettt e ettt e ettt e st e e s abaeesabteesabeeenabeeeaseeenns 2
1.2 HIPOTEZE ...ttt et sttt 2
2 PREGLED OBJAYV ...iitiniinntinniinnississsicssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessss 3
2.1 PASTETA oottt 3
2.1.1  Senzorifne 1astnosti PAStet.......cccevveeerrrercssnicssanicssanessssnesssansssssssssssssssasssnsses 4
2.1.1.1 Z0NaANJ1 1ZELEA. .. .eeeeiiieiie e e 4
2.1.1.2 Sestava in 1Zgled Prereza........cccovvierieiiieiieeieeiece e 4
2.1.1.3 Barva prereza 0z. VSEDINe...........coccviieiiiiiiiieeieeee e 4
2.1.14 TEKSTUTA. ..ottt ettt e b et eaeeas 4
2.1.1.5 V0T ettt ettt e an 4
2.1.1.6 ATOMA (OKUS) .evvieeiiiieeiie ettt e ere e e ere e e etreeeeaneeenneas 4
2.2 KOENCIM Q0 ttttetteeuttentetateaniteeieesite et ettt et e et estte e bt esatesabeesibeenbeesseeenbeesaeeenne 4
2.2.1  DEIOVANJE cuuureriirrcnniecsssnriessssssnecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 5
2.2.2 Viri KOencima Qg .ccccccecccrccnsneeeeececcsssssnssseeecessssssssasssssccssssssssnssssssssssssssonnanases 5
2.2.3 Pozitiven u¢inek CoQjg pri posameznih boleznih..........cceceeeveercrcuercscnerenes 6
2.3 HOLESTEROL IN OKSIDI HOLESTEROLA .......ccociiiiiiiiiieneeeeeeee 7
2.3.1 HOLESTETOl..ccciieenneeriiiinnriiisisnniicsissnnnecsssssnssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 7
2.3.2  OKSidi hOIeSterola ....uuueineeirennseensnnisnenseccseenseccsaensnesssecsssecsssssssssssassssecsanes 8
2.3.3  OKksidacija holeSterola ......iieivvericcicsnrccssssnnrcssssnnncssssssssssssssssessssssssssnnss 8
2.4 MASCOBNE KISLINE ..ottt 9
2.5 ANTIOKSIDANTI ...ooiiiieteeee ettt et et 12
2.5.1  Vitamin C (L-askorbinska KiSlinQa) .......cccceevereccsvreniecsssnnecssssnssccssssnsescssnnns 13
2.5.2  Vitamin E (0-tOKOTErol)..uuueeciiiceiiiircrsneniicccssssssssnnssseccsssssssssssssssscssssssssssnsses 14
3 MATERIALI IN METODE DELA 15
3.1  MATERIAL IN NACRT DELA .....oooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 15
3.2 TEHNOLOGIJA IZDELAVE JETRNIH PASTET .....coevoiiuieieeeeeeeeeeeeen 16
3.2.1  Priprava mase Za PASLEL0 c....cccverrerererssnrsssesssanesssssssssssesssssossasssssssssssssssssasns 16
3.2.2  Priprava SKUPIN cieiienienneenneninennennnessessessesssssssssssssssssessssssssssssscsss 17
3.3 METODE ... .ottt ettt et st 17
3.3.1 Dolocanje vsebnosti CoQ1p V PAStEt c.cueeevueevceresueisseicsnensserssnncssencsnecsnncanes 17
3.3.2  Dolocanje vsebnosti oksidov holesterola in holesterola v pasteti............. 19

3.3.3  Dolocanje maScobnokislinske SeStave ........coecvecseessensecseesenseecsacsecsaecsnees 21



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012
3.3.4  Dolocanje vsebnosti mascobe v pasteti in mesu po Weibullu in Stoldtu 23
3.3.5 Dolocanje vsebnosti beljakovin v pasteti in mesu po Kjeldahlu. ............. 23
3.3.6  Dolocanje vsebnosti vode v pasSteti in mesu s SUSeNjem ......c.cceevereeneesncens 23
3.3.7 Dolocanje vsebnosti skupnih mineralnih snovi v pasteti in mesu........... 23
3.3.8 Dolocanje vsebnosti soli v pasteti in mesu po Volhardu 23
3.3.9  Senzorifna analiza ...........eeceeiniininiiieiiniinniinennneneissseeessessssssssssssns 24
3.4  STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV ......coooiiiiiieeeeeeeeeeeereeeeensens 24
4 REZULTATI cccuieieneineinenscssuissesssnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssss 25
4.1  OSNOVNA KEMIJSKA SESTAVA .....ooiiieeeee ettt 25
4.2 VSEBNOST HOLESTEROLA IN OKSISTEROLOV......cccceiiiviiiiieeieeieeen 26
4.3 MASCOBI}IOKISLINSKA SESTAVA ..o, StR st s s 29
4.4 SENZORICNA ANALIZA S SKRAJSANIM ANALITICNIM TESTOM ........ 31
5 RAZPRAVA IN SKLEP ....ucuiiciiiintinnisinssecssissssssesssissssssesssssssssssssssssssssssssssssss 33
5.1 RAZPRAVA ettt et sttt st 33
5.2 SKLEPL ...ttt ettt 36
6 POVZETEK......uiiieineininsuinsuissenssisssissssssssssnssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssss 37
T VIR uuiiiiiiinicensecssicnnssesssessssssesssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssss 39
ZAHVALA

PRILOGE

VI



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012 VII
KAZALO PREGLEDNIC
Preglednica 1: Pregled pomembnejSih maScobnih kislin (Salobir, 2001)..........c.ccccuveennee. 11
Preglednica 2: Skupine jetrnih paStet na osnovi razliénih dodatkov..........cccceceeiiiiininnen. 15
Preglednica 3: Receptura za izdelavo jetrne pastete........cccvevvvieecieeeieeeeieeeie e 15

Preglednica 4: Rezultati kemijskih analiz paStet, izdelanih z razli¢énimi dodatki
antioksidantov, z izraCunanimi osnovnimi statisti¢nimi parametri.............. 25

Preglednica 5: Vpliv dodatka antioksidantov na kemijske parametre jetrnih paStet
(Duncanov test, 4 = 0,05) ....ccccviiriiieeiieeriie et 26

Preglednica 6: rezultati doloCanja vsebnosti holesterola in oksisterolov v jetrnih
pastetah, izdelanih z razlicnimi dodatki antioksidantov, z izraCunanimi
osnovnimi statiStiCNimi PAramMEtIi........cccveerueereeerieeireniieeieeneeereesieeeeeenenes 26

Preglednica 7: Vpliv vrste dodanih antioksidantov na vsebnost holesterola, 25a-
hidroksiholesterola in holestana v jetrnih pastetah, takoj po izdelavi in
po 40 dnevih skladiscenja (Duncanov test, & = 0,05) ......ccovvevrveeniieenieens 27

Preglednica 8: Vpliv vrste dodanih antioksidantov in ¢asa skladiS¢enja na vsebnost
7a-hidroksiholesterola, 20a-hidroksiholesterola, skupnih oksisterolov
in njihov delez, preracunan na skupni holesterol v jetrnih paStetah,
takoj po izdelavi in po 40 dnevih skladis¢enja (Duncanov test,
A=10,05) oo 28

Preglednica 9: Vpliv 40-dnevnega skladiS¢enja na povprecno vsebnost holesterola in
oksisterolov v jetrnih pastetah, izdelanih z razliénimi vrstami dodanih
antioksidantov (T-teSt V Parl) ......ccveeeeiieeiiieeiieeeiee e e 28

Preglednica 10: Rezultati senzori¢ne analize jetrnih paStet, izdelanih z razli¢nimi
dodatki antioksidantov, z izraCunanimi osnovnimi statisticnimi
PATAIMCLIT ..ottt etee ettt ettt e et eesaeeeteesaee e bt esateenseessaeenseessseenseesnseaseens 29

Preglednica 11: Vpliv vrste dodanih antioksidantov na masc¢obnokislinsko sestavo
lipidov v jetrnih paStetah, izdelanih z razli¢énimi vrstami dodanih
antioksidantov (Duncanov test, 4 = 0,05) .....ccceeviiieiciiieniieeeee e 30

Preglednica 12: Rezultati senzori¢ne analize jetrnih paStet, izdelanih z razli¢nimi
dodatki antioksidantov, z izraCunanimi osnovnimi statisticnimi
PATAIMCLIT ..ottt ette ettt ettt e et e st e e teesteeeabeesaaeenseessseenseessseenseesnseenseens 31

Preglednica 13: Vpliv vrste dodanih antioksidantov na senzori¢no kakovost jetrnih
pastet, izdelanith z razlicnimi vrstami dodanih antioksidantov
(Duncanov test, 4 = 0,05) .....cccviiriiieiiieeeiee e e 32



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012 VIII

KAZALO SLIK

Slika 1: Ubikinon (Coenzyme Q1o, 2007) ....uveeeiieeeiieeiiie ettt 5

Slika 2: Struktura holesterola, ki prikazuje Stevil¢enje C-atomov (Sheppard in sod.,

2003) ettt h e bt et bttt et sh e e bt et e bt et e 7
Slika 3: Strukturne formule nekaterih mas¢obnih kislin (Salobir, 2001)..........cccceeevvennenee. 12
Slika 4: L-askorbinska kislina (Rudan-Tasi¢, 2000) ..........ccceeriieriiieeiieeeiieeeiee e 13
Slika 5: Strukture tokoferolov (Bramley in sod., 2000) .........ccccoeiiiiiiiiiieniiiieie e 14
Slika 6: Shematski prikaz nacrta poSKuSa .........ccceovieiiiiiiieniiiieeeee e 16
Slika 7: Kuter (Fotosa, Tip C-20-T, SPANija) ..........coceeveeueeereeeeeeeeereeseeeeeseeeeeseeneeeeeen. 17

Slika 8: Umeritvena krivulja za dolocanje CoQo v pasteti (Koren, 2009)..........cceevneen. 19



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012 IX

KAZALO PRILOG

Priloga A: Ocenjevalni zapisnik 1



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012

AA
AA+Q
ALK
ATP
CoQ1o
DHK
DNK
ENMK
EPK
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LK
MK
NMK

VNMK
a tHAA+Q

o-t+AA
a-t+Q

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

askorbinska kislina 2g/kg

askorbinska kislina 2g/kg + CoQ10 200 mg/kg
a-linolenska kislina

adenozin trifosfat

koencim Qg

dokozaheksaenojska kislina
dezoksiribonukleinska kislina

enkrat nenasic¢ene masScobne kisline
eikozapentaenojska kislina

zdravstveno neoporecno (»generally recognized as safe«)
indeks aterogenosti

linolna kislina

mascobna kislina

nasic¢ene mascobne kisline

CoQ10 200 mg/kg

vecékrat nenasi¢ene mascobne kisline

a-tokoferol 200 mg/kg + askorbinska kislina 2g/kg + CoQ10 200 mg/kg

a-tokoferol 200 mg/kg
a-tokoferol 200 mg/kg + askorbinska kislina 2g/kg
a-tokoferol 200 mg/kg + CoQ10 200 mg/kg



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012

1 UVOD

Na zivilskem trgu se pojavlja mnoZzica novih funkcionalnih izdelkov z razlicnimi dodatki,
od CoQ)o, vitamina E do omega-3 mascobnih kislin.

Posebno popularni so izdelki z dodatkom CoQ), kar lahko pripisujemo poplavi medijskih
informacij o njegovem »Cudeznem« delovanju. Kot dodatek ga dandanes najdemo
prakti¢no povsod, od krem za telo in obraz pa vse do mleka in mesa.

Koencim Q) ali ubikinon je naravna snov, prisotna v vsaki zivi celici telesa. V organizmu
ima dve vlogi:

— je pomembna spojina v procesu sinteze ATP in

— 1ima lastnosti antioksidanta.

Najve¢ ga najdemo v sréni misici, jetrih ter ledvicah. Telo ga samo proizvaja, vendar z leti
koli¢ina v telesu proizvedenega koencima Qg hitro upada. Na zmanjSanje koli¢ine v telesu
proizvedenega koencima Se dodatno vpliva stres, genske napake pri biosintezi ubikinona,
pomanjkanje vitaminov, elementov v sledovih in drugih molekul potrebnih za tvorbo
CoQio.

Vpliv CoQ,o so proucevali pri razli¢nih boleznih in stanjih, kot so kardiovaskularne
bolezni, rak, veliki fizicni napori pri Sportnikih, bolezni imunske pomanjkljivosti,
Parkinsova bolezen ipd. Vse te bolezni so povezane s povecano tvorbo radikalov in
njihovim delovanjem na celice in organe. Pacienti, ki so redno jemali CoQ,, so pokazali
klini¢no izboljSanje, vendar so bile potrebne visoke doze in dolgotrajna uporaba.

Najbolj pogoste bolezni razvitega sveta spadajo v skupino kardiovaskularnih bolezni,
katerih glavni »krivec« je holesterol. Vendar pa holesterol ni nujno slab. Clovesko telo ga
namre¢ nujno potrebuje, saj je sestavni del celiénih membran, predhodnik steroidnih
hormonov in vitamina D. Zanimivo pa je tudi dejstvo, da premajhne koncentracije
holesterola v krvi povezujejo z vecjo stopnjo tveganja za samomor.

Clovesko telo samo sintetizira holesterol, vendar ga v telo najve¢ vnesemo s hrano. Ravno
zato se zivilska industrija trudi, da bi v zivilih vsebnost holesterola zmanjsala. Na trgu je
prisotnih veliko izdelkov z nizko vsebnostjo holesterola, oz. ki ne vsebujejo holesterola.
Predvsem sporne so oglaSevalske tehnike, kjer oglaSujejo odsotnost holesterola — ko ga v
tem zivilu niti ne more biti.

V tej nalogi smo se posvetili oksisterolom, derivatom holesterola, ki se tvorijo pri toplotni
obdelavi in skladis¢enjem zivil ali pa jih telo tvori in vivo s peroksidacijo holesterola. So
toksi¢ni in v vecji koli¢ini neugodno vplivajo na zdravje ljudi. Raziskave so pokazale, da
lahko 1zzovejo razli¢ne kroni¢ne in degenerativne bolezni, so citotoksi¢ni in mutageni.
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1.1 NAMEN

Namen naloge je raziskati, v kolik$ni meri z dodatkom koencima Q, askorbinske kisline
in o-tokoferola, skupaj ali posamic¢no, lahko zmanjSamo oz. prepre¢imo oksidacijo
holesterola (nastanek oksisterolov) takoj ob izdelavi in ob koncu roka uporabnosti
pasterizirane jetrne pastete iz praSi¢jega mesa. Z dodatkom koencima Q;o (200 mg
koencima Q;¢/kg zivila) bomo prispevali k funkcionalnosti izdelka jetrne pastete.

1.2 HIPOTEZE
Predvidevamo, da bosta v pastetni nadev dodana askorbinska kislina in a-tokoferol s

preprecevanjem oksidacije lipidov in posledi¢no holesterola vplivala na manjSo tvorbo
oksidov holesterola in povecala obstojnost CoQ .
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PASTETA

Pravilnik o kakovosti mesnih izdelkov (2012) pravi, da se kot pasteta lahko poimenuje
izdelek izdelan iz mesa, slanine ali druge maScobe zivalskega ali rastlinskega izvora,
bujona ali vode, drobovine (jeter), kozic, dodatnih surovin in aditivov. Stopnja razdetosti
nadeva mora biti homogene ali gladke konzistence, mazave strukture, skladnega vonja in
okusa (20. ¢len Pravilnika..., 2012).

Pastete spadajo v skupino pasteriziranih mesnin, podskupina kuhane klobase, polnjene v
naravne ali umetne ovitke ali v drugo embalazo (20. ¢len Pravilnika..., 2012) ali v skupino
steriliziranih mesnin, polnjene v embalazo, ki se neprodusno zapre in sterilizira (30. ¢len
Pravilnika..., 2012).

Pri navajanju imena »jetrna pasteta« mora biti vsebnost jeter v konénem izdelku najmanj
15 % (20. in 30. ¢len Pravilnika..., 2012).

Na slovenskem trgu so pastete mocno zastopane in jih najdemo z razlicno sestavo in
dodatki (z olivami, Sampinjoni, orehi, Sunko, brusnicami, smetano, itd.). Narejena je lahko
iz razlicnih vrst mesa (govedine, teletine, piS€anca, purana, itd.), namesto mascob
zivalskega izvora pa se lahko uporabi tudi rastlinske mascobe (Gasperlin in Polak, 2010).

Za izdelavo paStete najprej vse sestavine (razen jeter) toplotno obdelamo v vodi ali
mascobi. S tem postopkom mesne beljakovine denaturirajo in nam kasneje dajo mazavo
konzistenco. Jetra dodamo mesni emulziji na koncu, saj tako dosezemo boljSo aromo, prav
tako pa jetra delujejo kot emulgator. Koli¢ina jeter v izdelku je odvisna od toplotne
obdelave vendar naj ne bi bila ve¢ja od 30 %. Pri sterilizaciji se ponavadi uporabi manjsa
koli¢ina jeter kot pri pasterizaciji, saj se med toplotno obdelavo tvorijo produkti
Maillardove reakcije, ki so moteci in dajejo pasteti grenak priokus (Gasperlin in Polak,
2010).

Izdelava pastete obicajno poteka v kutru, kjer se naredi emulzija, s katero dosezemo zelo
fino gladko teksturo, vendar pa za doseganje najboljSe teksture emulgiranje zaklju¢imo v
mikrokutru. Med oblikovanjem pastetne emulzije, ko se sestavine v vroCem stanju
homogenizirajo in mesajo se v pastetno maso vtepa zrak, ki povzroca oksidacijo mascob in
luknji¢avost nadeva. Ta pojav lahko zmanjSamo z uporabo vakuumskega kutra (GaSperlin
in Polak, 2010).

Topla pastetna emulzija je idealen vir tvorbe mikroorganizmov, zato jo je potrebno po
koncu izdelave v najkrajSem moznem Casu embalirati in toplotno obdelati. Od toplotne
obdelave paStete je odvisna tudi embalaza paStete, saj se lahko napolni v nepropustne
ovitke in pasterizira ali pa se paStetna masa napolni v plo¢evinke, loncke ali tube in se nato
sterilizira (Ga$perlin in Polak, 2010).
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2.1.1 Senzori¢ne lastnosti pastet

Senzori¢no kakovost pastete doloca zunanji izgled, sestava in izgled prereza oz. vsebine,
barva prereza oz. vsebine, tekstura, vonj in aroma (Gasperlin in Polak, 2010).

2.1.1.1 Zunanji izgled

Izgled tako pasterizirane kot sterilizirane paStete je pomembna lastnost izdelka, saj
atraktiven zunanji izgled izdelka pripomore k odlocitvi posameznika za nakup. Embalaza
ne sme biti poSkodovana, umazana, mastna po robovih, ... Slab izgled prav tako
predstavlja natrgana ali postrani nalepljena etiketa. PoSkodovana embalaza pa ne
predstavlja samo slab izgled, temvec je lahko potencialno tudi vir okuzbe in kvara izdelka
(bombirane plocevinke) ( Gasperlin in Polak, 2010).

2.1.1.2 Sestava in izgled prereza

Nadev pastete mora biti homogen, gladek in stabilen. Izjema so pastete z dodatki. Pogosta
napaka steriliziranih pastet je izloCena mascoba in Zele, ki kvarita izgled izdelka, in sta
lahko posledica nepravilne toplotne obdelave ali prevelike koli¢ine uporabljene mascobe
(Gasperlin in Polak, 2010).

2.1.1.3 Barva prereza oz. vsebine

Barva pastete je odvisna od vrste soli, ki je uporabljena za izdelavo. V primeru nitritne soli
je barva pastete roza, ¢e pa se uporabi kuhinjska sol, je barva sivo-rjava. Senzori¢na
napaka pastete bi bila, Ce bi paSteta bila neenakomerne barve, bila pretemna ali presvetla
ter ¢e bi imela diskoloracije (GaSperlin in Polak, 2010).

2.1.1.4Tekstura

Pasteta mora biti lepo mazava. V ustih ne sme biti groba, vodena, mastna, »kosmata«,
peskava... (Gasperlin in Polak, 2010).

2.1.1.5Vonj

Vonj pastete mora biti harmonicen, prijeten in tipi¢en za vrsto pastete, ki se razlikuje glede
na vrsto mesa, jetr, dodatkov, zacimb (Gasperlin in Polak, 2010).

2.1.1.6 Aroma (okus)

Tako kot pri vonju mora tudi aroma biti harmoni¢na, prijetna in skladna s tipom izdelka.
Senzori¢ne napake, ki se pojavljajo pri aromi so premajhna ali prevelika zacinjenost,
priokusi... (Ga$perlin in Polak, 2010).

2.2 KOENCIM Qg

Koencim Qj¢ (CoQo) je profesor Frederic Crane ga je leta 1957 v ¢isti obliki izoliral iz
mitohondrija govejega srca, leto kasneje pa je profesor Karl Folkers skupaj s sodelavci
podjetja Merck dolo¢il njegovo kemijsko strukturo in ga tudi kot prvi uspel proizvesti s
fermentacijo. Kemijsko je CoQjo 2,3-dimetoksi-5-metil-6-poliprenil-1,4-benzokinon
(Langsjoen, 1994; Rudan-Tasic¢, 2000; Rus P. in Rus R.R., 2008).
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Slika 1: Ubikinon (Coenzyme Qg4, 2007)

Peter Mitchell je leta 1978 prejel Nobelovo nagrado, saj je svojem ¢lanku definiral vlogo
CoQjo Vv telesu, pri ¢emer gre za osrednjo vlogo v procesu prenosa elektronov in
vzdrzevanju protonskega gradienta ter s tem pretvorbe energije v celici (Langsjoen, 1994;
Littarru in Langsjoen, 2007; Rus P. in Rus R.R., 2008).

Telo samo proizvaja CoQjo s pomoc¢jo vitaminov (vitamina B6 in B12, vitamina C, folne
kisline, niacinamida, pantotenske kisline) in Stevilnih elementov v sledovih. Koencim Qg
nastane iz dveh aminokislin fenilalanina in tirozina. Pomanjkanje kateregakoli izmed
vitaminov, elementov v sledeh ali aminokislin posledi¢no privede do pomanjkanja CoQo
(Coenzyme Qjo, 2007; Langsjoen, 1994).

2.2.1 Delovanje

Ugotovili so, da ima CoQ v telesu ve¢ pomembnih funkeij (Rus P. in Rus R.R., 2008):

— je del elektronske transportne verige, ki se nahaja v mitohondrijih, in s tem sodeluje
v verigi reakcij, kjer nastaja energija v obliki ATP,

— deluje kot v masc¢obah topen antioksidant ter tako $¢iti telo pred prostimi radikali,
ki lahko poskodujejo DNK,

— pomembno vpliva na prenos protonov preko membrane lizosomov in s tem ohranja
optimalno vrednost pH celic,

— pomemben je kot stabilizator celi¢nih membran.

2.2.2 Viri koencima Qg

Koencim Qj¢ najdemo v rastlinah in v razli¢nih tkivih zivali. Nastaja v vecini ¢loveskih
tkiv, nekaj pa ga zauzijemo tudi s hrano. Najve¢ koencima Qo nastaja v tistih tkivih, ki
proizvajajo veliko energije (Rus P. in Rus R.R., 2008).

Vir koencima Qj¢ so meso, zlasti govedina, perutnina, drobovina in ribe. Precej koencima
Q10 najdemo tudi v soji, zemeljskih in v drugih oreskih. Zmerna koli¢ina koencima Qg je v
sadju, zelenjavi, jajcih in mlecnih izdelkih. Na splosno velja, da so zivila z veliko
vsebnostjo mascob bogatejsa s koencimom Q,o. Na primeru jajc in zelenjave so ugotovili,
da kuhanje ne vpliva pomembno na vsebnost koencima Q,o, medtem ko naj bi se med
pecenjem zelenjave in jajc izgubi od 14-32 % koencima Qjo (Rus P. in Rus R.R., 2008).

Pri zdravih in mladih ljudeh, pri katerih endogena sinteza koencima Q;¢ normalno poteka,
je z normalno prehrano, predvsem pa z uzivanjem zivil bogatih s koencimom Q;¢, mozno
vzdrzevati normalen nivo koencima Qo v telesu. Pri starejSih ljudeh, Sportnikih, srénih
bolnikih in osebah, ki so vsakodnevno izpostavljene stresu ter vecjim psihi¢nim in fizicnim
bremenitvam so zaradi zmanjSane endogene sinteze oz. povecane porabe koencima Qo
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potrebe po njem vecje. To pomeni, da je potrebno zagotoviti bistveno vecji eksogeni vnos
CoQo, ki pa ga samo s hrano tezko dosezemo.

Samo s hrano je zelo tezko zagotoviti tako visoke vnose CoQjo, saj bi morali dnevno
zauziti velike koli¢ine s CoQ,¢ bogatih Zivil npr. priblizno 0,5 kg sardin, 1 kg govedine ali
1,5 kg arasidov, kar pa je prakticno nemogoce. Glavni problem pri tem predstavlja precej
skromna absorpcija CoQo iz hrane, saj se v ¢revesju iz hrane absorbira v povprecju le
okrog 10 % CoQjo. V teh primerih strokovnjaki za pokritje potreb priporo€ajo uzivanje
CoQ o v obliki prehranskega dodatka, ki je na trgu dostopen v razlicnih oblikah.
Koncentracije CoQo so v teh dodatkih bistveno vecje, poleg tega pa je tudi absorpcija
CoQjo iz njih boljsa. Tako je npr. absorpcija CoQjo iz oljne suspenzije, predvsem pa iz
vodotopnega gela bistveno boljsa kot iz hrane, kjer je bioloska izkoristljivost CoQjo le
2-4 % (Pepe in sod., 2007).

Na slovenskem trziscu je dostopnih precej izdelkov z razli¢nimi oblikami koencima Q.
Na podlagi podatkov o sestavi izdelkov lahko izdelke glede na dostopne podatke o njihovi
potencialni biodostopnosti razdelimo v pet razredov:

— izdelki z kristalinicnim koencimom Qjo, za katerega je znacilna slaba absorbcija
(NOW Koencim Q9, Sensilab Koencim Q;9, GOGO Q;y Energy);

— izdelki z oljno suspenzijo ubikinona, katere biodostopnost ni bila preverjena,
vendar je verjetno boljSa od kristalini¢nega koencima Qo (Fidi Koencim o, Natural
Wealth Koencim Q,9, Koencim Qj);

— izdelki z oljno suspenzijo ubikinona, katerih biodostopnost je z objavljenimi
Studijami dokazano boljSa od kristalinicnega koencima Q,, (Pharma Nord Bio —
Qinone Qu0);

— izdelki z oljno suspenzijo ubikinola, katerih biodostopnost je boljsa od
kristalinicnega koencima Q,, (NOW Ubiquinol CoQH-FC);

— izdelki z vodotopno obliko koencima Q,,, katere biodostopnost je z objavljenimi
Studijami dokazano boljsa od oljne suspenzije ubikinona (Quvital forte sirup,
Quvital tablete, Sensilab Q¢ koencim mladosti) (Zmitek J. in Zmitek K., 2009).

2.2.3 Pozitiven ucinek CoQo pri posameznih boleznih

Strokovna literatura omenja koencim Qo predvsem v zvezi s kongestivno sr¢no boleznijo,
sréno aritmijo, hipertenzijo in hipoksi¢no poskodbo miokarda, kjer priporocajo uporabo
koencima Q; kot podporno terapijo.

Poleg tega naj bi bili drugi ucinki koencima Q;o Se: povecevanje sposobnosti za fizi¢ni
napor, stimulacija imunskega sistema in upocasnjevanje procesov staranja. Studije na
podganah so pokazale, da koncentracija koencima Q¢ in citokrom C reduktaze narasca
med fizicno vadbo. To povec€anje je opazno v nekaterih miSicah, v drugih pa ne. Porast v
rde¢ih miSicah predstavlja pozitivno prilagoditev na fizi¢ni napor (Doljak, 2002). Kadar
pride v dolo¢enem tkivu najprej do zmanjSane prekrvavljenosti in potem do ponovne
prekrvavljenosti, se Se posebej intenzivno tvorijo prosti radikali. V taks$nih tkivih
najverjetneje deluje koencim Qjo kot lovilec teh radikalov in stabilizator membran. Do te
domneve so prisli z eksperimenti na zaj¢ji sréni misici. Kot sestavni del mitohondrijskih
membran je koencim Qj¢ udelezen v prenosu elektronov. Zaradi te lastnosti predstavlja
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potencialno zdravilno ucinkovino pri ishemiji srca, kronicnem srénem popusCanju,
kardiopatiji zaradi toksinov in mogoce celo pri hipertenziji. To so indikacije, ki jih je
potrebno Se potrditi. Znano pa je, da med operacijo srca koencim Qg $¢iti ishemicno sréno
miSico. Na Stevilnih zivalskih miSicah je koencim Q)¢ izkazal zasCitno vlogo na
mitohondrijih pred oksidativnimi poSkodbami lipidnih membran. Zas¢itni u¢inek koencima
Q10 na membranskih fosfolipidih bi bil lahko posledica zmanjSevanja aktivnosti fosfolipaze
(Doljak, 2002).

Rus P. in Rus R. R. (2008) ter Doljak (2002) navajajo, da ima koencim Qo kot dopolnilo k
hrani minimalne stranske ucinke. Ti stranski ucinki so izguba teka, slabost, diareja,
bruhanje, obcutki nelagodja v trebuhu. Opisali so tudi glavobol, migrene, srbenje koze,
izpusS€aje, nespe€nost in razdrazljivost. Doljak (2002) navaja, da so se v zelo obsezni
Studiji, v katero je bilo vklju€enih 5.000 ljudi, omenjeni stranski ucinki pojavili skoraj pri
1 % sodelujocih.

2.3 HOLESTEROL IN OKSIDI HOLESTEROLA

2.3.1 Holesterol

Holesterol je morda ena najbolj strah zbujajo¢ih molekul v naravi. O njem smo poslusali
pri pouku biologije in pri urah prehrane ter o njem beremo v casopisih in vidimo pri
porocilih. Ve€inoma nas opozarjajo na njegovo povezanost z boleznimi srca in ozilja. Tudi
znanstvene raziskave potrjujejo to slabo stran holesterola, vendar zelo malo sliSimo o
njegovi "dobri strani". Holesterol je namre¢ za zivljenje nujno potreben saj ima v
organizmu ve¢ vlog: (1) je pomembna komponenta membran zivalskih celic, kjer uravnava
fluidnost in (2) je izhodna spojina vecjega Stevila pomembnih biomolekul (steroidnih
hormonov, zol¢nih kislin in vitamina D) (Boyer, 2005).

Holesterol je kemijsko sterol, le-te pa uvrs¢amo v skupino lipidov. Njegova empiricna
formula je C,;H4sOH. Nahaja se v zivalskih mascobah, oljih, Zol¢u, zol¢nih kamnih,
zivénih tkivih, krvi, mozganih, plazmi in jajénem rumenjaku. Holesterol je najpogostejsi
zivalski sterol, a se v sledovih nahaja tudi v rastlinskih mascobah in oljih, morski travi in
zelenem listju (Sheppard in sod., 2003).

Holesterol so prvi¢ izolirali iz zol¢nih kamnov leta 1784, a kljub temu je bila njegova

kompleksna struktura $e dolgo nerazjasnjena. Sele po letu 1940 so odkrili veéino stopenj v
biosintezi holesterola (Boyer, 2005).

Slika 2: Struktura holesterola, ki prikazuje $tevilcenje C-atomov (Sheppard in sod., 2003)
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Holesterol je sestavljen iz treh Sest ¢lenskih obrocev in enim pet ¢lenskim obro¢em. Ker je
molekula holesterola nepolarna, se le-ta ne topi v vodi. Delno je topen v alkoholu, dobro pa
v nepolarnih topilih, kot so benzen, heksan in petroleter (Sheppard in sod., 2003).

2.3.2 Oksidi holesterola

Oksidi holesterola so produkti oksidacije holesterola, pri ¢emer oksidirana molekula
vsebuje dodatno funkcionalno skupino — hidroksilno ali epoksilno.

Sekundarne produkte oksidacije holesterola — okside holesterola absorbiramo s hrano, saj
le-ti nastajajo med predelavo, mletjem in kuhanjem. Zaskrbljujoce je dejstvo, da imajo
lahko oksidi holesterola Sirok spekter slabih vplivov, kot so sodelovanje pri razvoju
bolezni srca in ozilja, aterogenezi in rakastih obolenjih, ¢eprav njihova vloga in
mehanizem delovanja Se nista povsem pojasnjena (Polak in sod., 2011).

Do danes so odkrili ve¢ kot 80 razlicnih oksidov holesterola. V zivilih so najbolj razsirjeni
7-ketoholesterol, 6-ketoholesterol, 7a-hidroksiholesterol, 7p-hidrohsiholesterol, 5,60-
epoksiholesterol, 5,6B-epoksiholesterol, 25-hidroksiholesterol, 20-hidroksiholesterol in
holestantriol (Boselli in sod., 2001).

Presna, nepredelana Zzivila vsebujejo zelo nizke koncentracije oksidov holesterola, s
skladis¢enjem, toplotno obdelavo in predelavo pa njihova vsebnost naraste. Nekateri oksidi
holesterola lahko nastanejo endogeno v tkivih med samo pretvorbo holesterola v Zol¢ne
kisline in steroidne hormone. Zivila z veliko vsebnostjo holesterola (jajca, mle¢ni in mesni
izdelki) so podvrzena avtooksidaciji in/ali encimski oksidaciji, tvorijo se oksidi holesterola.
Nastanejo lahko med samo pripravo zivil, ki so izpostavljena toploti, svetlobi, zraku,
radiaciji, eden od moZznih vzrokov pa je tudi neprimerno skladis¢enje. Glavni dejavniki, ki
vplivajo na tvorbo oksidov holesterola, so torej: visoka temperatura, pH, svetloba, kisik,
vodna aktivnost in prisotnost nenasi¢enih mascobnih kislin (Gallina Toschi in Caboni,
1992; Tai, 1999; Razzazi-Fazeli in sod., 2000).

Nekateri oksidi holesterola imajo nezazelene bioloske u¢inke na encimskem, celi¢nem ali
tkivnem nivoju: inhibirajo biosintezo holesterola, delujejo mutageno, citotoksi¢no in
angiotoksi¢no, kar lahko povzroc¢i bolezni, kot sta ateroskleroza in rak.

Tezavo pri doloCanju v zivilih predstavlja dejstvo, da se lahko sintetizirajo umetno, med
samo pripravo vzorca: z umiljanjem pri visoki temperaturi (80 °C, 15 min) ali z
umiljanjem pri sobni temperaturi 10-12 ur (Boselli in sod., 2001; Polak in sod., 2011).

Podatki v literaturi o vsebnosti oksidov holesterola v istovrstnih zivilih se mo¢no
razlikujejo, zato so med seboj tezko primerljivi. Njihova kvantitativna doloCitev je
problemati¢na, saj izolacijo posameznega oksida holesterola ovira bistveno visja vsebnost
holesterola, triacilglicerolov, fosfolipidov in ostalih lipidov v Zzivilu (Gallina Toschi in
Caboni, 1992; Razzazi-Fazeli in sod., 2000; Tai, 1999).

2.3.3 Oksidacija holesterola

Oksidacija holesterola poteka podobno kot ostalih lipidov. Sprozi jo prisotnost kisika,
visoke temperature in/ali svetloba; rezultat je oksidacija ali fotooksidacija. Prav tako jo
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lahko sprozijo tudi prosti radikali in hidroperoksidi, ki nastanejo med oksidacijo lipidov
(Azadmard-Damirchi in Dutta, 2009). Ceprav je holesterol pri visokih temperaturah
stabilen, je v kombinaciji s triacilgliceroli podvrzen procesom razgradnje. Tako nastajajo
oksisteroli, katerih struktura je odvisna od vrste maScobnih kislin v Zivilu. Vsi obi€ajni
oksidi holesterola so produkti holesteril esterske oksidacije, vendar je njihov nastanek
bistveno hitrej$i ob prisotnosti veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin — VNMK (sojino,
son¢ni¢no, ribje olje) kot ob prisotnosti nasi¢enih mascob. Holesterol v ribjem olju se na
primer razgradi Ze po eni uri segrevanja. Holesterol se torej v Zivilih oksidira v prisotnosti
mascob (Gallina Toschi in Caboni, 1992; Lercker in Rodriguez-Estrada, 2000).

V predpripravljenih jedeh, ki so toplotno obdelane ali pa dlje ¢asa Cakajo na uporabo,
oksidi holesterola nastajajo v ve¢jih koli¢inah. Tvorbo le-teh uspesno zaviramo z:

— zmanjSanjem mascob v izdelku,

— razsoljevanjem in dodatkom fosfatov in drugih kelatnih snovi,

— dimljenjem,

— uporabo nizkih temperatur obdelave ali minimalno predelavo,

— pakiranjem v majhni koncentraciji kisika,

— temnim delovnim prostorom ter

— dodatkom antioksidantov v zivilo ali v krmo zivali (Bozidar Zlender, 2000; Hur in
sod., 2007; Polak in sod., 2011).

2.4 MASCOBNE KISLINE

Masti in olja so triacilgliceroli oz. estri glicerola z maS¢obnimi kislinami. Mascobne kisline
pa so karboksilne kisline s 4 do 36 ogljikovih atomov. Enostavni triacilgliceroli so zgrajeni
iz treh enakih mascobnih kislin, ki je vsaka estersko vezana z glicerolom. Vecina naravnih
triacilglicerolov je meSanih estrov, z dvema ali vec¢ razlicnimi mascobnimi kislinami.

Ker so polarne hidroksilne skupine glicerola in polarne karboksi skupine mascobnih kislin
povezane v estersko vez, so triacilgliceroli nepolarne, hidrofobne molekule, ki so netopne
v vodi (Nelson in Cox, 2005).

Alkilna veriga je lahko popolnoma nasicena in vsebuje le enojne vezi ali pa nenasicena ter
vsebuje eno ali ve¢ dvojnih vezi. Pri enkrat nenasi¢enih maScobnih kislinah je dvojna vez
locirana med devetim in desetim ogljikovim atomom. Ce molekula mas¢obnih kislin
vsebuje ve¢ dvojnih vezi, se te nahajajo med kon¢no metilno skupino in devetim
ogljikovim atomom (Nelson in Cox, 2005).

Kadar je v alkilni verigi ve¢ dvojnih vezi, te niso konjugirane, ampak so lo¢ene z etilensko
skupino. Dvojne vezi so v t.i. cis-konfiguracijski obliki, kar povzro¢i na mestu dvojne vezi
pregib. Mascobne kisline z ve¢ dvojnimi vezmi imajo tudi ustrezno Stevilo pregibov
(Klofutar, 1992).

Priporoc¢ila o vnosu mascéob se z leti spreminjajo in dopolnjujejo. Priporocljivo je
uravnotezeno uzivanje pravih mascob, kar pomeni manj nasi¢enih mascobnih kislin
(NMK) in trans mascobnih kislin ter ve¢ enkrat nenasi¢enih in veckrat nenasi¢enih
mascobnih kislin.
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Najpomembnejse mascobne kisline so (Salobir, 2001):
— enkrat nenasic¢ene (ENMK): oleinska kislina (C18:1, n-9),
— n-6 VNMK: linolna kislina (LK; C18:2, n-3),
- Nn-3 VNMK :
0 o-linolenska kislina (ALK; C18:3, n-3),
0 eikozapentaenojska kislina (EPK; C20:5, n-3),
0 dokozaheksaenojska kislina (DHK; C22:6, n-3).

WHO (1994) je pred leti pripravila priporocila tudi o oskrbi z esencialnimi mas¢obnimi
kislinami: razmerje med n-6 in n-3 MK naj bo med 5:1 do 10:1. Ce osebe uzivajo prehrano
z ve¢jim razmerjem kot 10:1, jih je treba vzpodbujati, da uzivajo ve¢ hrane bogate z n-3
MK, kot so zelena listnata zelenjava, stro¢nice, ribe in druga hrana iz morja.

Za oceno primernosti mas¢ob uporabljamo razmerje med VNMK in NMK, ki ga ozna¢imo
kot P/S razmerje. Kadar imajo posamezne mascobe P/S razmerje manjSe od 0,5, so manj
primerne za prehrano ljudi, saj se pri takih maS¢obah poveca tveganje za kardiovaskularna
obolenja. Pri tem je pomembno, koliko mascob posamezno zivilo vnasa v obrok in s tem
vpliva na razmerje mas¢obnih kislin v skupnem obroku. S pustim mesom vnesemo le malo
mascob in tako malo vplivamo na skupno razmerje MK.
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Preglednica 1: Pregled pomembnejSih mascobnih Kkislin (Salobir, 2001)

Kratka oznaka kemijsko ime (iupac) trivialno ime

nasicene kisline
a) kratkoverizne

C4:0 butanojska kislina maslena kislina
C6:0 heksanojska kislina kapronska kislina
b) srednjeverizne

C8:0 oktanojska kislina kaprilna kislina
C10:0 dekanojska kislina kaprinska kislina

¢) dolgoverizne

C12:0 dodekanojska kislina lavrinska kislina
C14:0 tetradekanojskja kislina miristinska kislina
Cl16:0 heksadekanojska kislina palmitinska kislina
C18:0 oktadekanojska kislina stearinska kislina
C20:0 eikozanojska kislina arahidinska kislina
C22:0 dokozanojska kislina behenska kislina
enkrat nenasic¢ene mascobne kisline

C18:1 cis-9-oktadecenska kislina oleinska kislina
C18:1t-9 trans-9-oktadecenska kislina elaidinska kislina
C22:1¢c-9 cis-13-dokosenska kislina eruka kislina
veckrat nenasi¢ene mascobne kisline

C18:2n-6 cis-cis-9,12-oktadekadienska kislina linolna kislina
C18:3n-3 cis-9,12,15-oktadekatrienska kislina o-linolenska kislina
C18:3n-6 cis-6,9,12-oktadekatrienska kislina v-linolenska kislina
C20:4n-6 cis-5,8,11,14-eikozatetraenojska kislina arahidonska kislina
C20:5n-3 cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenska EPA (eikozapentanojska kislina)
(C22:6n-3 cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenska kislina DHA (dokozaheksanojska kislina)

Danes namesto razmerja P/S uporabljamo indeks aterogenosti (IA). Postavila sta ga
Ulbricht in Southgate leta 1991 ter tako bolje ocenila kakovost mascob z vidika zdravja.
Indeks aterogenosti upoSteva specificne vplive posameznih MK na koncentracijo
holesterola v krvi. Pri izratunu indeksa aterogenosti uposStevamo MK, ki povecujejo
koncentracijo holesterola v krvi (lavrinska, miristinska, palmitinska in trans-MK) ter
VNMK, oleinsko MK (C18:1n-9) in druge ENMK, ki koncentracijo holesterola
zmanjsujejo. Ker je vpliv miristinske MK (C14:0) najmoc¢nejsi, ga pomnoZimo s faktorjem
4 (Salobir, 1997).

A lavrinska MK (12:0) + 4 x (miristinska MK (14 : 0) + palmitinska MK (16:0) +trans — MK
- VNMK +oleinska MK (18:1) + druge VNMK

(D)

S prehranskega staliS¢a so ugodne mascobe, ki imajo IA manjsi od 0,5.
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Slika 3: Strukturne formule nekaterih masc¢obnih Kislin (Salobir, 2001)

2.5 ANTIOKSIDANTI

Beseda antioksidanti postaja vse bolj »Carobna«, ¢e pa je napisana na izdelku, pa je to
skoraj zagotovilo za uspesno prodajo. Mediji nas konstantno bombardirajo s propagandami
in ¢udeznimi vplivi antioksidantov, internet je poln razlicnih razlag, kaj antioksidanti
pocnejo in kako delujejo. Vendar niso vse trditve pravilne. Tako se marsikdaj zazdi, da se
lai¢ni potro$nik vprasa: Kaj sploh so antioksidanti?

Tudi stroke so glede tega vprasanja neenotne. Strokovnjaki s podrocja medicine in
fiziologije namreC izpostavljajo, da so antioksidanti tiste snovi, ki $¢itijo organizem pred
potencialno Skodljivimi oksidirajo¢imi agensi. Strokovnjaki s podro¢ja zivilstva pa
poudarjajo pomen antioksidantov kot snovi, ki zmanjsSujejo oksidativne spremembe Zivil
(Cigi¢ in Rudan Tasi¢, 20006).

Tako Zlender (2000) pravi, da so antioksidanti snovi, ki §¢itijo telo pred potencialno
Skodljivimi oksidirajo¢imi snovmi. Vnos antioksidantov v telo je zelo pomemben, saj
lahko Ze majhna koncentracija preprecuje, zmanjSuje ali zavira nezazelene oksidacijske
spremembe v ¢loveskem telesu. S tem se zmanj$ajo moznosti za nastanek celi¢nih poskodb
in posledi¢no $tevilnih bolezni modernega casa.

Rudan-Tasiceva (2000) pravi, da antioksidanti zascitijo zivilo proti oksidantom, s katerimi
reagirajo izredno hitro in tako preprecijo nastanek nezazelenih oksidacijskih produktov. V

12
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sploSnem priStevamo k oksidantom vse snovi, ki hitro reagirajo s kisikom, Se preden kisik
lahko oksidira dolo¢eno komponento zivila. Med pomembnejSe antioksidante pristevamo
L-askorbinsko kislino, tokoferole, nekatere derivate fenola, zveplovo (IV) kislino in sulfite.
Izbira antioksidanta je odvisna od spojine, ki jo Zelimo zaS¢ititi, vrste izdelka, stabilnosti
antioksidanta v izbrani obliki, ostalih prisotnih antioksidantov, itd.

Raspor in sod. (2000) navajajo, da delimo antioksidante v tri skupine:

— Primarni antioksidanti, ki nastajajo v organizmu ali jih tvorijo mikroorganizmi, to
so predvsem encimi, superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, ceruloplazmin.
Njihova vloga je prepreCevanje tvorbe prostih radikalov. Med primarne
antioksidante priStevamo snovi, ki lahko reaktivne radikale spremenijo v bolj
stabilne produkte in s tem prekinejo verizno reakcijo avtooksidacije.

— Sekundarni antioksidanti nevtralizirajo novotvorjene proste radikale in
preprecujejo, da bi vstopili v verizne reakcije in tvorili nove proste radikale. To so
snovi, ki zavirajo avtooksidacijo brez direktnega vklju¢evanja v verizno reakcijo.
Znacilnost te skupine antioksidantov je reakcija s kovinskimi ioni, ki so
katalizatorji oksidacije, odvzemajo kisik iz medija, razgrajujejo hidroperokside do
komponent, ki niso radikali, absorbirajo UV svetlobo in nenazadnje deaktivirajo
aktivni kisik.

— Terciarni antioksidanti so snovi, ki popravljajo poskodbe, ki jih povzrocajo prosti
radikali v strukturi celice (encimi, ki "popravljajo" poskodbe DNA, metionin
sulfoksid reduktaza).

Medtem pa Kreft in sod. (2000) navajajo, da so, v naSem organizmu po izvoru dve vrsti
antioksidantov: endogeni in eksogeni. Endogene antioksidante tvori na$ organizem,
eksogene pa dobimo s hrano.

2.5.1 Vitamin C (L-askorbinska Kkislina)

L-askorbinska kislina oz. vodotopen vitamin C je v zivilstvu med najuporabnejSimi
antioksidanti in se dodaja zivilom kot aditiv z zdravstveno neoporecno oznako GRAS
(»generally recognized as safe«). Njena najvaznejSa kemijska lastnost je reverzibilni
oksidacijsko-redukcijski proces. V Zzivilski industriji uporabljamo L-askorbinsko kislino saj
deluje kot konzervans, ohranja barvo, aromo in teksturo proizvodov ter izbolj$a splosno
obstojnost izdelkom. V mesni industriji se med drugim dodaja L-askorbinska kislina kot
aditiv prekajenemu mesu, saj mo¢no zmanjsa in preprecuje nastanek nitrozaminov, ki so
kancerogene spojine v zivilih. Za za$¢ito mascob in olj pa se zaradi boljSe topnosti
uporabljajo estri L-askorbinske kisline, predvsem L-askorbil 6-palmitat (Rudan-Tasic,
2000).

Slika 4: L-askorbinska Kislina (Rudan-Tasi¢, 2000)
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2.5.2 Vitamin E (a-tokoferol)

Spojina R, R, Rj

a.-tokoferol CH; CH; CH;
B-tokoferol CH; H CH;
v-tokoferol H CH; CH;
S-tokoferol H H CH;

Slika 5: Strukture tokoferolov (Bramley in sod., 2000)

V naravi je med najbolj razSirjenimi sestavinami o-tokoferol, ki je tudi glavna aktivna
sestavina vitamina E, zaradi tega je a-tokoferol sinonim vitaminu E. Kemijsko je vitamin E
zmes med seboj podobnih spojin, ki so metilni derivati tokoferola in se razlikujejo le po
polozaju in Stevilu metilnih skupin na benzenovem obrocu. Tako lofimo a, B, v, o
tokoferole in a, B, y, & tokotrienole, ki oboji izkazujejo antioksidativne lastnosti in so znani

po tem, da §citijo nenasicene mascobne kisline pred oksidacijo.

Vitamin E je kot celi¢ni antioksidant nujno potreben za Zive organizme, saj preprecuje
spontano oksidacijo moc¢no nenasi¢enih mas¢obnih kislin v lipidnih membranah ter $¢iti
pred oksidacijo Se druge biolosko aktivne spojine, kot so vitamin A, ubikinon, hormoni in
encimi. Med procesom oksidativnih sprememb v mascobah tvori fenoksilne radikale (E-),
ki zakljucujejo radikalsko reakcijo.

RO, + EH — ROOH + E

RO +EH —-ROH+E

R+EH—>RH+E

OH +EH - H,O+E

(RO, + E — stabilne spojine) (Rudan-Tasi¢, 2000).

Vir naravnih tokoferolov so rastlinska olja — sojino olje, palmino olje ter olje pSeni¢nih
kal¢kov. Zivalske mag¢obe in ribje olje prakti¢no ne vsebujejo tokoferolov, zaradi &esar so
veliko manj obstojne v primerjavi z rastlinskimi mas¢obami (Skvarca, 2000). Da pa bi
zivalskim mas¢obam preprecili oksidacijo in podaljsali rok uporabe, se dodaja a-tokoferol
v dodatku s sinergisti. Dokazano je da na tak nacin lahko npr. podvojimo rok uporabe
svinjske masti (zmes a-tokoferola, askorbil palmitata in citronske kisline) (Rudan-Tasic,
2000).

14
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3 MATERIALI IN METODE DELA
3.1 MATERIAL IN NACRT DELA

Osnovni material za izvedbo poskusa so bile pastete, narejene z razli€nimi dodatki CoQq,
a-tokoferola in askorbinske kisline (preglednica 2). Na Katedri za tehnologijo mesa in
vrednotenje zivil smo v Stirih serijah izdelali dvaintrideset eksperimentalnih skupin jetrnih
pastet. Osnovne sestavine za proizvodnjo pastet so bile prasi¢je meso, jetra, voda,
mascoba, za¢imbe in nitritna sol. Torej, uporabili smo prasicje plece brez kosti, slanino in
pradi¢ja jetra iz podjetja Mesnine Stajerske d.0.0., CoQjo iz Kemijskega instituta v
Ljubljani ter antioksidanta, askorbinsko kislino (Riedel-de Haén, 33034) in a-tokoferol
(Fluka, 95240).

Preglednica 2: Skupine jetrnih pastet na osnovi razli¢nih dodatkov

Oznaka pastet Dodatki in njihova koli¢ina

kontrola ni dodatkov

AA askorbinska kislina 2g/kg

Q CoQ200 mg/kg

a-t a-tokoferol 200 mg/kg

AA+Q askorbinska kislina 2g/kg + CoQ;¢200 mg/kg
a-t+Q a-tokoferol 200 mg/kg + CoQ;0200 mg/kg
a-t+AA a-tokoferol 200 mg/kg + askorbinska kislina 2g/kg

a-t+tAA+Q a-tokoferol 200 mg/kg + askorbinska kislina 2g/kg + CoQ;, 200 mg/kg

Jetrne pastete so bile izdelane po recepturi iz ucbenika Tehnologije mesa in mesnin I.
(Gasperlin in Polak, 2010), razvidni iz preglednice 3.

Preglednica 3: Receptura za izdelavo jetrne pasStete

Osnovne sestavine  delez (%)

mascoba 12,92
prasicje meso 34,45
prasicja jetra 21,54
voda 25,8
aditivi

nitritna sol 1,33
Na-kazeinat 1,70
mleko v prahu 0,95
zaCimbe

majaron 0,14
zaCimbna meSanica 0,19
prazena Cebula 0,95

Po polnjenju pastetne mase v steklene kozarce je sledila pasterizacija pastet do srediScne
temperature 75 °C ter ohlajevanje in skladiS€enje pri temperaturi 4 °C. Na pasStetah smo
opravili vrsto kemijskih analiz, pri ¢emer smo dolocili vsebnost CoQ;o, holesterola in
oksidov holesterola, mascobnokislinsko sestavo ter osnovno kemijsko sestavo jetrne
pastete (slika 6). Senzori¢ne lastnosti je s skrajSanim analiticnim testom ocenil Stiriclanski
panel izkuSenih preizkusevalcev. Vsebnost holesterola in oksidov holesterola smo dolocili
Se po 40-tih dneh skladiS¢enja. Vrednosti, ki smo jih dobili v poskusu, smo uredili in
statisticno analizirali.
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Slika 6: Shematski prikaz nacrta poskusa

3.2 TEHNOLOGIJA IZDELAVE JETRNIH PASTET

3.2.1 Priprava mase za paSteto

Pasteto smo izdelali v §tirih proizvodnih ponovitvah s kon¢no maso 6 kg.

Odtehtane surovine — meso, vodo ter polovico nitritne soli smo dali v lonec ter ob stalnem
mesanju, s katerim smo preprecili lokalno pregretje, segreli do temperature 80 °C. Posebe;j
smo segreli tudi slanino in vse segrete surovine prenesli v kuter (Fotosa, Tip C-20-T,
Spanija), dodali $e ostale dodatke (Na-kazeinat, mleko v prahu in za¢imbe) ter ob mesanju

spremljali temperaturo.

Jetra, ki smo jih pred tem razdeli in premesali z drugo polovico nitritne soli, smo dodali
mesni masi Sele, ko je dosegla temperaturo 40 °C ter Se dalje homogenizirali priblizno

4 minute, da smo dosegli enakomerno porazdelitev ter homogeno maso.
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Slika 7: Kuter (Fotosa, Tip C-20-T, Spanija)

3.2.2 Priprava skupin

Po koncani pripravi osnovne mase, smo le-to razdelili na osem delov po 0,75 kg, v katere
smo dodali dodatke/antioksidante po navodilih iz preglednice 2.

Prva skupina je bila kontrolna skupina oz. slepi poskus (v nadaljevanju kontrola), ki je bila
narejena brez dodatkov/antioksidantov: iz kutra smo vzeli 0,75 kg mesne mase, jo prenesli
v meSalnik (Stephan UMCS electronic) in dodali 35 g maS¢obe. Maso smo dve minuti
homogenizirali, prenesli v steklene kozarcke, ki smo jih zatesnili s pokrovcki in ustrezno
oznacili. Pri paSteti z dodano askorbinsko kislino (oznaka AA) je bil postopek enak, le da
smo skupaj z mascobo dodali tudi askorbinsko kislino. Dodatke smo dodajali skupinam
pastet kot je prikazano v preglednici 2.

Napolnjene in oznacene kozarcke smo toplotno obdelali s postopkom pasterizacije v
konvektomatu (Rational Selfcooking Center) do srediS¢ne temperature 75°C. Po toplotni
obdelavi smo pastete ohladili do sobne temperature, sledilo pa je shranjevanje v hladilniku
na 4 °C za 24 ur. Nato smo pastete senzoricno in kemijsko analizirali.

3.3 METODE

3.3.1 Dolocanje vsebnosti CoQyy v pasteti

Za dolocanje CoQ;¢ smo uporabili modificirano metodo po Polak in sod. (2011).

Ekstrakcija

Odtehtali smo 2 g (+ 0,001 g) vzorca paStete v 50 ml centrifugirko (Sarstedt, 62.548.004)
in dodali 15 ml vode. Centrifugirke z vsebino smo 5 min moc¢no stresali, nato smo jih za
15 min prenesli na ultrazvocno kopel (Bransonic 3510E-DTH, Branson, Nemcija). Potem
smo v vsako centrifugirko (Sarstedt, 62.548.004) dodali 25 ml organskega topila dietiletra
(Merck, 1.00921), ponovno stresali 5 min in prenesli za 15 min na ultrazvo¢no kopel
(Bransonic 3510E-DTH, Branson, Nemcija).

Nato smo s centrifugiranjem (Eppendorf, centrifuge 5810) pri 1750 % g in ¢asu 6 min
lo¢ili organsko in vodno fazo. 20 ml organske faze smo prenesli v 100 ml steklene bucke z
okroglim dnom (Lenz, 3.0014.37). V centrifugirke (Sarstedt, 62.548.004) s preostalo
vsebino smo ponovno dodali 25 ml dietiletra (Merck, 1.00921) in celoten postopek
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ekstrakcije ponovili. 20 ml organske faze smo ponovno prenesli v bucke k organski fazi
prve ekstrakcije.

Odparevanje topila

Po konéani ekstrakciji smo na vakuumskem rotavaporju (Biichi, Rotavapor R-114 Vac® V-
500, Svica) topilo odparevali (program dietileter, pogoji: 636 mbar, 43 °C, 15 min). Suh
preostanek v bucki smo raztopili v 2 ml heksana (Merck, 1.04371) in tako pripravili vzorec
za ekstrakcijo s trdno fazo (Solid Phase Extraction — SPE).

SPE postopek

Za SPE smo uporabili kolono Supelclean™ ENVI™ Florisil (Supelco, 57053), ki smo jo
najprej kondicionirali s 3 ml heksana (Merck, 1.04371) (eluat zavrzemo). Nato smo na
kolono uvajali predhodno pripravljen vzorec s hitrostjo priblizno 2 ml/min (eluat
zavrzemo), sledilo je izpiranje s 3 ml heksana (Merck, 1.04371) (eluat zavrzemo). V
naslednji fazi pa sledi zbiranje eluata v Cisto epruveto, in sicer s spiranjem kolone s 5 ml
raztopine heksan (Merck, 1.04371) : dietileter (Merck, 1.00921) (3 : 1). Kolono smo na
koncu osusili v pretoku zraka.

Redcenje

Epruvete z vzorci smo prepihali z duSikom in v suhi ostanek dodali 5 ml 2-propanola
(Merck, 1.00998). Vsebino smo temeljito premesali na stresalniku (IKA minshaker MS2).
Sledilo je redcenje (R = 50). 20 ul pripravljenega vzorca smo prenesli v majhne viale in
dodali 980 pl 2-propanola (Merck, 1.00998). Tako smo vzorce pripravili za nadaljnjo
analizo s tekocinsko kromatografijo sklopljeno z masnim spektrometrom (LC-MS).

Pogoji doloc¢anja CoQ;¢ z LC-MS

Vsebnost CoQjo smo doloc¢ili s HPLC sistemom Agilent 1100, sestavljenim iz gradientne
¢rpalke (Agilent 1100, G1312A), vakuumskega razplinjevalnika (Agilent 1100, G1379A),
avtomatskega podajalnika (Agilent 1100, G1330B) in termostata za kolono (Agilent 1100,
GI1316A). Pri tem smo uporabili kolono Gemini C18 (3 pum, 150 mm X 2 mm i. d.) firme
Phenomenex (Torrance, CA, ZDA, 00F-4439-BO).

Vsebnost CoQjo smo dolocili s primerjavo retenzijskega ¢asa in m/z ((M+H+] = 864,4)
standarda CoQjo (Sigma, C9538). Kromatografski pogoji so bili naslednji: pretok
0,25 ml/min; izokratsko z meSanico mobilne faze acetonitril (Merck, 1.000309):
2-propanol (Merck, 1.00998) (60 : 40), volumen iniciranja pa je bil 15 pl. Temperatura, pri
kateri je kromatografija potekala, je bila 25 °C.

Kot detektor smo uporabili masni spektrometer (Micromass Quattro micro® API, Waters,
ZDA) z elektrorazprsilno ionizacijo (Eectrospray lonization — ESI). Deloval je pri
napetosti vhodne lece 63 V, temperaturi izvora 120 °C in napetosti kapilare 4,0 kV v
pozitivnem nacinu ionizacije (ESI+). Razprsilni plin dusik, je imel temperaturo 350 °C in
pretok 400 I/h. Plin vhodne lec¢e (dusik) je imel pretok 50 1/h. Detekcija na masnem
detektorju je potekala v SIR (Selected Ion Recording) nacinu pri m/z = 8§64,4 [M + H].
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Priprava umeritvene krivulje

Za kvantitativno dolo¢anje CoQ;9 smo uporabili standard Sigma (C9538). V 10 ml bucko
smo odtehtali 4,9 mg (£ 0,01 mg) standarda CoQ;¢ (Sigma, C9538) in s heksanom
dopolnili do oznake. Tako smo pripravili standardno raztopino.

Za umeritveno krivuljo smo uporabili metodo standardnega dodatka. V izbrani vzorec
pastete smo odpipetirali razlicne volumne (0, 100, 200, 300, 400 in 500 pl) predhodno
pripravljene standardne raztopine CoQo in naprej postopali enako kot z vzorci.
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Slika 8: Umeritvena krivulja za doloc¢anje CoQ v pasteti (Koren, 2009)
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...(2)
Aqio = povrsina pod vrhom za koencim Qo
Fum = faktor naklona umeritvene krivulje
m,, = masa vzorca (pasteta) v g

3.3.2 Dolocanje vsebnosti oksidov holesterola in holesterola v paSteti

Uporabili smo modificirano metodo po Ubhayasekera in sod. (2004). Metodo sestavlja
faza hladne sponifikacije, ekstrakcije, postopek SPE in lo¢be oksisterolov z tekocinsko
kromatografijo s tandemskim masnim spektrometrom (LC-MS/MS).

Sponifikacija

V elenmajerice s teflonskim pokrovckom (Lenz, 3.0251.37) smo odtehtali 2 g (+0,001 g)
pastete. Dodali smo 3 ml metilen klorida (CH,CI) (Merck, 1.06044) in 7 ml 1 M raztopine
KOH (Merck, 1.05033) v 96 % etanolu (Merck, 1.00971). Vsebino smo temeljito
premesali in jo nato pustili meSati na magnetnem mesSalu Se 18-20 ur pri sobni temperaturi.

Ekstrakcija
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Ves pripravljen vzorec smo prenesli v 50 ml centrifugirke (Sarsted, 62.548.004) in dodali
10 ml destilirane vode in 10 ml dietiletera (Merck, 1.00921). Vsebino smo temeljito
premesali in dali za 15 min na ultrazvok (Bransonic 3510E — DTH, Branson, Nemcija) in
nato na centrifugo (Eppendorf, centrifuge 5810) (1700 x g za 6 min). Polarna in nepolarna
faza se locCita. Spodnjo polarno fazo smo v vecji meri odstranili. V organsko fazo, ki je
ostala v centrifugirki, smo dodali 5 ml 0,5 M KOH (Merck, 1.05033) v destilirani vodi,
temeljito premesali in ponovno tretirali na ultrazvoku in centrifugi pri enakih pogojih. Ob
lo¢itvi obeh faz smo ponovno odstranili spodnjo polarno fazo in v ostanek dodali 5 ml
destilirane vode. Premesali smo in ponovno tretirali na ultrazvoku in centrifugi. Po lo¢itvi
faz smo previdno odpipetirali 5 ml zgornje organske faze v temne viale in vsebino
prepihali z duSikom, da smo odparili topilo. Suh preostanek smo raztopili v 1 ml raztopine
heksan (Merck, 1.04371) : dietileter (Merck, 1.00921) (75:25) in tako smo vzorec
pripravili za postopek locevanja s SPE postopkom.

SPE postopek

Uporabili smo kolono Strata SI-1 (Silica, 8B-S012-HBJ). Najprej smo kolono
kondicionirali z 2,5 ml heksana (Merck, 1.04371) (eluat zavrzemo), nato smo na kolono
uvajali ves predhodno pripravljen vzorec in pazili, da je zaradi boljSe vezave holesterola in
oksidov holesterola pocasi potoval skozi kolono (eluat zavrzemo). Nato smo kolono
izpirali z 2,5 ml heksana (Merck, 1.04371) in 2,5 ml raztopine heksan (Merck,
1.04371) : dietileter (Merck, 1.00921) (90 : 10), da smo izprali neZelene komponente (eluat
zavrzemo). Nato smo kolono osusili v pretoku zraka. Sledila je zadnja faza, kjer smo
kolono spirali z 2 ml mobilne faze heksan (Merck, 1.04371) : dietileter (Merck, 1.00921)
(60 : 40) in eluat lovili v epruveto.

Pogoji doloc¢anja z LC-MS/MS

Vsebnost holesterola in hidroksisterolov smo dolocili s HPLC sistemom Agilent 1100,
sestavljenim iz binarne gradientne crpalke (Agilent 1100, G1312A), vakuumskega
razplinjevalnika (Agilent 1100, G1379A), avtomatskega podajalnika (Agilent 1100,
G1330B) in termostata za kolono (Agilent 1100, G1316A). Uporabili smo kolono Kinetex
C18 (2,6 yum, 100 mm x 2,1 mm 1i.d.) firme Phenomenex. Vsebnost oksisterolov smo
dolo¢ili s primerjavo retencijskih ¢asov in prehodov posameznih standardov: holesterol
(Merck, C-8667) (7,81 min; 369.18 >147.22), 25-hidroksiholesterol (Sigma, H-1015) (2,75
min; 367.22 >147.15), Sa-holesten (Merck, 8.41513) (8,32 min; 371.27 >149.26), 7B-
hidroksiholesterol (Sigma, H6891) (3,90 min; 367.22 >145.15) in 20a-hidroksiholesterol
(Sigma, H6378) (3,13 min; 367.22 >147.15).

Kromatografija je potekala z gradientom pri pretoku 0,40 ml/min. Mobilni fazi sta bili A:
H,O in B: acetonitril (Merck, 1.00030). Volumen injiciranja je bil 10 pl.

Kot detektor smo uporabili masni spektrometer (Micromass Quattro micro® API, Waters,
ZDA) z elektrorazprsilno ionizacijo (ESI). Deloval je pri naslednjih pogojih: napetost
vhodne lece 30 V, temperatura izvora 120 °C in napetost kapilare 3,2 kV v pozitivnem
nacinu ionizacije (ESI+). RazprSilni plin duSik je imel temperaturo 350 °C in pretok
400 1/h. Plin vhodne le¢e (dusik) je imel pretok 50 I/h. Detekcija na masnem detektorju je
potekala v MRM (angl.: Multi Reaction Monitoring) nacinu pri napetosti trkalne celice 30
V in tlaku argona 3x10” mbar.
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Obdelava podatkov je sledila v programu Quantify v MassLynx"™ V4.0.

IzraCun

Vsebnost holesterola in posameznih hidroksisterolov (mg;/100 g vzorca) smo izrac¢unali iz
njihovih povrsin kromatografskih vrhov ter mase holesterola (masa, ki smo jo dolocili s
LC-MS/MS analizo za posamezen vzorec) in faktorja odzivnosti za posamezen
hidroksisterol.

Vsebnost holesterola in hidroksisterolov smo rac¢unali po naslednji formuli:

_ A XMy

mhs
A x F
...(3)
Anot  povrSina hromatografskega vrha holesterola
mpe  masa holesterola, ki smo jo doloc¢ili s HPLC
Aps  povrsina kromatografskega vrha oksidov holesterola

F faktor odzivnosti

3.3.3 Dolocanje mascobnokislinske sestave

Mascobnokislinsko sestavo pastete smo dolocili z metodo modificirano po Park in Goinsu
(1994).

Odtehtali smo 0,2 (0,001 g) vzorca pastete v epruvete s pokrovcki na ovoj (Assistent, 976).
Sledil je dodatek 200 pl metilen klorida (CH,Cl,) (Merck, 1.06044) in 3 ml 0,5 M sveze
pripravljenega natrijevega hidroksida (NaOH; Merck, 1.06498) v metanolu (Merck,
1.06007). Epruvete smo tesno zaprli s teflonskimi pokrovcki in jih dobro premesali.
Vzorce smo 15 minut segrevali v termobloku (VLM EC1) pri 90 °C ter jih vmes veckrat
premesali. Po segrevanju je sledilo hlajene v ledeni vodni kopeli. Ohlajeni zmesi smo
dodali 3 ml 14 % BF; (Sigma, B1252) v metanolu (Merck, 1.06007), dobro premesali in
ponovno segrevali v termobloku (VLM EC1) 15 minut pri 90 °C. Sledilo je hlajenje na
sobno temperaturo (23 °C). Nato smo dodali 3 ml destilirane vode in 2 ml heksana (Merck
1.04371). Epruvete smo nato moc¢no stresali 1 minuto, da je priSlo do ¢im boljse
ekstrakcije metilnih estrov masc¢obnih kislin (MEMK) iz vodne v nepolarno heksansko
fazo. Sledilo je centrifugiranje (Eppendorf, centrifuge 5810) 10 min pri 2000 x g. Po
centrifugiranju smo previdno odpipetirali zgornjo heksansko fazo v penicilinke in 1 pl
vzorca injicirali v plinski kromatograf s plamensko ionizacijskim detektorjem (GC-FID).

Plinska kromatografija

Vsebnost in delez posameznih masS¢obnih kislin (MK) smo dolocili s plinsko
kromatografijo na plinskem kromatografu Agilent Technologies 6890, s plamensko
jonizacijskim detektorjem (FID). Uporabili smo kapilarno kolono SP™-2380 (Supleco,
24111) (60m x 0,25mm x 0,2 pm).

Locevanje in detekcija maScobnih kislin sta potekali po sledeCem temperaturnem
programu: 150 °C (4 min), 4 °C/min do 180 °C (5 min), 3 °C/min 240 °C (2 min). Ostali
pogoji so bili:
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— temperatura injektorja: 250 °C

— temperatura detektorja FID: 280 °C

— injektor: split:splitless: 1:30, volumen 1,0 ul

— nosilni plin: He 2,3 ml/min

— maskirni plin: N, 45 ml/min

— plin detektorja H, 40 ml/min

— sinteti¢ni zrak (21% O;) 450 ml/min
Za dolocitev in ovrednotenje rezultatov smo uporabili naslednje standarde metilnih estrov
mascobnih kislin (MEMK): standardno mesanico NuChehk 85 Prep. Inc, standardno
mesSanico NuChehk 68 D Prep. Inc in standardno mesanico FAME Mix C4-C24 (Supelco,
18919-1AMP).

Dolocanje faktorja odzivnosti (Rf) plamensko ionizacijskega detektorja (FID)

Faktor odzivnosti detektorja (Rf) je potrebno dolo€iti za natan¢no kvantitativno
ovrednotenje kromatogramov. Dolo¢imo ga s standardno meSanico (Nu Check 85 Prep.
Inc), kjer so znani utezni % posameznih MK.

n
ut.% posam.MEMK X z A1

Rf = i
A x100 ut.%

...(4)
A = povrsina posameznega MEMK-standarda
ut. % posameznih MEMK v Nu Check 85 Prep. Inc znaSa 3,03, razen za metilne estre
heksadekanojske (palmitinske) MK, kjer znasa 6,06.

Dolocanje konverzijskega faktorja (FA;) za posamezno MK
Faktor za pretvorbo MEMK v MK (FA;) smo dolocili po sledec¢i formuli

FA = MrMK;,  MrMK
- MrMEMK,  MrMK, +14
...(5)
MrMK; = molska masa posamezne mascobne kisline

MrMEMK; = molska masa posameznega metilnega estra mascobnih kislin, ki se od
MrMK; razlikuje za Mr (CH,) skupine = 14

Izracun uteznih deleZzev mascobnih kislin (ut. %)

Utezni delez MK v vzorcu smo izracunali iz relativne povrSine vrha posamezne MK na
kromatogramu (A;), z upostevanjem faktorja odzivnosti detektorja (Rf;) ter konverzijskega
faktorja (FA;) pretvorbe MEMK v MK.

ut. % MK = (R FAXA)
Z:(Rfi x FA x A)

i=1

x 100

..(6)

A = povrsina posamezne mascobne kisline
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Rf; = faktor odzivnosti detektorja za posamezno mascobno kislino
FA; = konverzijski faktor za posamezno mascobno kislino

3.3.4 Dolocanje vsebnosti mascobe v pasteti in mesu po Weibullu in Stoldtu

Vsebnost mas¢ob smo dolocili po uradnem postopku opisanem v AOAC Official Method
991.361 Fat (Crude) in Meat and Meat Product (AOAC 991.361, 1997).

3.3.5 Dolocanje vsebnosti beljakovin v pasteti in mesu po Kjeldahlu

Vsebnost beljakovin smo dolo¢ili po uradnem postopku, ki je opisan v AOAC Official
Method 928.08 Nitrogen in Meat Kjeldahl Method (AOAC 928.08, 1997).

3.3.6 Dolocanje vsebnosti vode v paSteti in mesu s suSenjem

Vsebnost vode smo dolocili po uradnem postopku opisanem v AOAC Official Method
950.46 Moisture in Meat (AOAC 950.40, 1997).

3.3.7 Dolocanje vsebnosti skupnih mineralnih snovi v pasteti in mesu

Vsebnost skupnih mineralnh snovi smo dolo¢ili po uradnem postopku opisanem v AOAC
Official Method 920.153 Ash of Meat (AOAC 920.153, 1997).

3.3.8 Dolocanje vsebnosti soli v paSteti in mesu po Volhardu

Priblizno 10 g (+0,01 g) zmletega in homogeniziranega vzorca zatehtamo v 100 ml
erlenmajerico z obrusom. Dodamo 50 ml destilirane vode in magnet za magnetno mesalo.
Erlenmajerico brez zamaska postavimo na magnetno mesalo za 20 minut in segrevamo pri
temperaturi 80 °C (meSanje hitrost 7, segrevanje 9). Po ohladitvi poberemo magnetni
mesalcek, ga speremo z destilirano vodo ter dodamo po 10 ml Carrezove raztopine I in II
(Merck, (1.08883), da se beljakovine oborijo, nato dopolnimo do 100 ml in premeSamo.
Ko se oborina sesede, jo filtriramo skozi nagubani filtrirni papir (Satorius, tefni¢ni filter
papir, 388). Filtriramo ves vzorec. Nekaj prvih ml filtrata odstranimo, 10,0 ml popolnoma
bistrega filtrata pa s pipeto odpipetiramo v 250 ml erlenmajerico, dodamo 20,0 ml
natancno odmerjene 0,1 M raztopine srebrovega nitrata (Merck, 1.09081), 10 ml 10 %
dusikove(V) kisline (Carlo Embra, 408022) in 5 ml etra (Merck, 1.00921). To premeSamo
in ko se tekocina zbistri, dodamo 5 ml raztopine amonijevega ferisulfata (Merck, 1.03776),
ostanek srebrovega nitrata pa titriramo z 0,1 M raztopino amonijevega tiocianta (NHsCNS)
(Merck, 1.01213), dokler se ne pokaze obstojna rdeckasta barva. 1z oborjene mnozine
srebrovega nitrata izracunamo vsebnost natrijevega klorida.

Slepi poskus: V erlenmajerico odmerimo 10 ml destilirane vode, dodamo 20 ml natan¢no
odmerjene 0,1 M raztopine srebrovega nitrata (Merck, 1.09081), 10 ml 10 %-ne dusSikove
kisline (Carlo Embra, 408022) in 5 ml dietiletra (Merck, 1.00921). To preme$amo in ko se
tekocina zbistri, dodamo 5 ml raztopine amonijevega ferisulfata (Merck, 1.03776), ostanek
srebrovega nitrata pa titriramo z 0,1 M raztopino amonijevega tiocianata (NH4CNS)
(Merck, 1.01213), dokler se ne pokaze obstojna rdeckasta barva.
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(Va =V) X Cyy son X 38,46
Wiacl =
masa vzorca
(7
Whacl masni delez natrijevega klorida (%)
Va volumen raztopine NH4,CNS (ml) za titracijo slepega vzorca
Vp volumen raztopine NH4CNS (ml) za titracijo vzorca

CNH 4SCN molarna koncentracija NH,CNS (mol/l)

Srebrovi in kloridni ioni reagirajo z mnozinskim razmerjem 1 : 1; zato 1 ml 0,1 M AgNOj; odgovarja 0,005846 g NaCl
(zAgJr +CI' — AgCl(S))

3.3.9 Senzori¢na analiza

Strokovna komisija je s skrajSanim analiticnim testom, z 20-toCkovnim ocenjevalnim
zapisnikom za klobase s sistemom odbitnih tock, ocenila jedilne lastnosti vzorcev pastet.
Pri tem lahko dolocen vzorec dobi najve¢ 20 toc¢k. Ocenjujemo zunanji izgled, sestavo
prereza, barvo prereza, teksturo, vonj in okus. Pri tem sistemu ocenjevanja dobi zlato
priznanje izdelek z najman;j 19 tockami, srebrno izdelek z 18 tockami in bronasto priznanje
izdelek s 17 to¢kami (Karas, 2001). Tak ocenjevalni zapisnik najveckrat uporabljamo pri
ocenjevanju klobas in salam na raznih sejmih in tekmovanjih.

3.4 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Vrednosti opazovanih parametrov, smo vnesli v racunalnik s programom Microsoft Excel
2000, nato smo s programskim paketom SAS/STAT (SAS Software, 1999) izracunali
osnovne statisticne parametre, kot so povprecje, standardni odklon, najmanjsa in najvecja
vrednost ter statisticno obdelali podatke za posamezno opazovano lastnost. Za obdelavo
podatkov z normalno porazdelitvijo po spodaj navedenem statistitnem modelu smo
uporabili postopek PROC GLM (General linear models). Za vrednotenje vpliva
skladiS¢enja na vsebnost holesterola in oksidov holesterola pa smo uporabili postopek
PROC TTEST (t-test v paru).

Za ugotavljanje vpliva dodatkov CoQ;o, askorbinske kisline in a-tokoferola (S) na
kemijske, fizikalno-kemijske, instrumentalne in senzori¢ne parametre pastet smo uporabili
naslednjo relacijo:

Yijk = p+ Si+ P+ eiji

...(8)
yiik — 1jk-to opazovanje; u — povpre¢na vrednost; S; — vpliv dodatkov CoQ, askorbinske
kisline in a-tokoferola; P; — vpliv ponovitve; ejjx — ostanek.

Srednje vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izratunane z Duncanovim testom in
so primerjane pri 5 % tveganju. Pearsonovi korelacijski koeficienti med senzori¢nimi in
instrumentalnimi parametri so bili izracunani s postopkom PROC CORR (SAS Software,
1999).
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4 REZULTATI

V nadaljevanju so podane preglednice z rezultati fizikalno-kemijske in senzori¢ne analize s
pripadajo¢imi komentarji statisticne obdelave.

4.1 OSNOVNA KEMIJSKA SESTAVA

Rezultati kemijskih analiz v svinjski jetrni pasteti so prikazani v preglednici 4. Podane so
povprecne vrednosti dveh ponovitev in dveh paralelnih dolocitev, intervali oziroma
najmanjs$a in najvecja vrednost, standardni odkloni in koeficienti variabilnosti. Vsebnost
CoQjo je bila dolocena v §tirih paralelnih dolocCitvah, mascoba pa v eni. Poleg kemijsko
analiziranih sestavin (vode, mascob, beljakovin in skupnih mineralnih snovi) vsebuje
preglednica Se vsebnosti NaCl in CoQjo. 100 g pastete vsebuje povprecno 64,4 g vode,
5,11 g mineralnih snovi, 15,78 g mascob in 13,81 g beljakovin. NajmanjSe in najvecje
vrednosti kazejo, da so analizirani vzorci paStet med seboj dokaj homogeni. Izjema je le
CoQo, ki izkazuje najvecjo variabilnost (KV je 94 %), to je posledica razlicnih dodatkov
te komponente v vzorce in ne naravne prisotnosti v surovini.

Preglednica 4: Rezultati kemijskih analiz pastet, izdelanih z razli¢nimi dodatki
antioksidantov, z izra¢unanimi osnovnimi statistiénimi parametri

Parameter n  Vrednost SO KV(%)
povprena najmanjSa najvecja

voda (%) 32 644 59,5 70,2 03 5
mascobe (%) 6 15,78 14,92 16,34 0,6 3,5
beljakovine (%) 32 13,81 12,71 14,91 0,7 53
skupne mineralne snovi (%) 32 5,11 4,86 5,84 02 46
NacCl (%) 32 1,54 1,48 1,6 0,03 2
CoQ (mg/100g) 64 9,82 0,59 31,17 9,18 94

n — §tevilo obravnavanj v poskusu, so — standardni odklon, KV (%) — koeficient variabilnosti.

V preglednici 5 je podrobneje razclenjen vpliv dodatka antioksidantov na kemijske
parametre pasStet. Na splosno lahko recemo, da dodatek antioksidantov vpliva znacilno le
na vsebnost vode (p <0,05) in CoQ;o (p <0,001). Znacilno najvecja vsebnost vode je bila v
skupini pastet Q (v katero smo dodali CoQ,y), nekoliko manjSo (neznacilno) vsebnost smo
dolocili v skupinah o-t+tAA+Q, o-t+AA ter a-t+Q in AA, znailno najmanjSo pa v
kontrolnem vzorcu in vzorcih a-t in AA+Q. Vsebnost CoQj je statisticno znacilno
najmanjsa v skupinah brez dodanega CoQ);o: kontrolni skupini ter skupinah AA in a-t+AA,
najvecja pa v skupinah z dodanim CoQo: Q, AA+Q, a-t+Q in a-t+AA+Q.
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Preglednica 5: Vpliv dodatka antioksidantov na kemijske parametre jetrnih pastet
(Duncanov test, a = 0,05)

Parameter (%)

Dodatek voda mascobe beljakovine skupne mineralne snovi  NaCl = CoQo(mg/100 g)
kontrola 62,4 +0,20bc 16,13 £0,24 13,88 +£0,52 5,11 £0,19 1,53 40,02  2,39+1,55b
AA 65,1 £0,36abc 15,63 +1,00 13,66 +0,79 5,02 +£0,12 1,56 40,02  2,58+1,54b

Q 67,3 £0,28a 15,57 +0,27 13,74 +0,71 5,05 £0,11 1,55+0,03 16,89+9,27a
a-t 61,5 +0,17¢c 14,18 £0,85 5,23 £0,28 1,56 0,03  2,63+1,36b
AA+Q 61,3 +£0,20¢ 13,58 +0,62 5,28 £0,42 1,53 +0,01 16,6748,97a
a-t+Q 64,7 £0,20abc 13,87 £1,00 5,02 £0,04 1,50 +0,01  16,87+9,10a
a-ttAA 66,7 £0,20ab 13,82 0,76 5,07 £0,23 1,53 40,04  2,89+1,61b
a-ttAA+Q 66,0 £0,38ab 13,75 +1,02 5,12+0,32 1,54 £0,04  16,74+6,11a
znacilnost * nz nz nz nz oAk

znadilnost: " p 0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv; ~ p<0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; p
<0,05 statisticno znacilen vpliv; nz — p >0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; srednje vrednosti z razli¢no ¢rko
(a,b,c,d,e,f,g,h,i) znotraj stolpca se statistino znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med dodatki
antioksidantov). AA — askorbinska kislina, Q — CoQ, a-t — a-tokoferol, AA+Q — askorbinska kislina +
CoQ, 0-t1+Q — a-tokoferol + CoQ, a-t+AA — a-tokoferol + askorbinska kislina, a-t+tAA+Q — a-tokoferol +
askorbinska kislina + CoQ.

4.2 VSEBNOST HOLESTEROLA IN OKSISTEROLOV

Rezultati kemijskih analiz vsebnosti holesterola in oksisterolov v svinjski jetrni pasteti so
prikazani v preglednici 6. 100 g paStete vsebuje povprecno 60,52 mg holesterola in
12,08 mg oksisterolov. Najmanjse in najvecje vrednosti kazejo, da so analizirani vzorci
pastet glede vsebnosti holesterola dokaj homogeni, glede oksisterolov pa zelo nehomogeni.
To kazejo tudi koeficienti variabilnosti, ki variirajo med 36 in 111 %

Preglednica 6: rezultati doloCanja vsebnosti holesterola in oksisterolov v jetrnih pastetah,
izdelanih z razli¢nimi dodatki antioksidantov, z izratunanimi osnovnimi statisti¢nimi

parametri
Parameter (mg/100g) n Vrednost so KV (%)
povpreCna najmanjSa najvecja

holesterol 119 60,52 55,1 67,8 29 49
25-hidroksi-holesterol 119 4,29 0 26,43 43 100
Sa-holesten 119 3,35 0 28,75 3,8 114
7B-hidroksi-holesterol 119 0,83 0,27 1,84 0,3 36
20a-hidroksi-holesterol 119 3,61 0 20,65 4 111
vsota oksisterolov 119 12,08 1,65 42,03 9,4 78
delez (% na SH) 119 1549 2,63 40,41 9,1 59

n — §tevilo obravnavanj v poskusu, so — standardni odklon, KV (%) — koeficient variabilnosti.

Preglednice 7, 8 in 9 prikazujejo vpliv dodanih antioksidantov in skladi§¢enja na vsebnost
holesterola in oksidov holesterola v pastetah. Iz preglednic lahko povzamemo, da
dodajanje antioksidantov ne vpliva znacilno na vsebnost holesterola in oksisterolov (p
>0,05). Skladis¢enje pa znacilno vpliva na vsebnost nekaterih individualnih oksisterolov
(25a-hidroksiholesterol in 20a-hidroksiholesterol) in tudi skupne okside ter delez
oksisterolov (preglednica 7 in 8).
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Vsebnost skupnih oksisterolov se je v kontrolnem vzorcu v 40 dneh skladiS¢enja povecala
za 2,6-krat, razlika je znacilna (preglednica 8). Z dodatki Q in AA+Q se v primerjavi s
kontrolno pasteto zmanjSa obseg oksidacije — njihova vsebnost se poveca za 2,3-krat. Z
dodatkom askorbinske kisline in a-tokoferola se vsebnost skupnih oksisterolov v 40-ih
dneh bistveno poveca v primerjavi s kontrolnim vzorcem in sicer se poveca za 4,2- oz. 3,4-
krat. Ostali antioksidanti oz. njihove kombinacije so tako reko¢ neucinkoviti v primerljivi s
kontrolo, ko antioksidantov ni dodanih. Do podobnih ugotovitev smo prisli tudi, ce
pogledamo delez oksisterolov glede na skupni holesterol, razlika je le, da v tem primeru
dodatka Q in AA+Q ne zmanjSata obsega oksidacije holesterola, ampak sta enako
neucinkovita kot vse ostale kombinacije.

Torej, najvec¢ji ucinek antioksidantov na zmanj$anje oksidov holesterola v 40-ih dneh
skladis¢enja smo ugotovili v paStetah AA+Q in Q. V skupini AA in skupini a-t pride do
nezelenih rezultatov, kar lahko pripiSemo dejstvu, da prevelika koli¢ina te-teh
antioksidantov lahko deluje kot prooksidant.

Preglednica 7: Vpliv vrste dodanih antioksidantov na vsebnost holesterola, 25a-
hidroksiholesterola in holestana v jetrnih pastetah, takoj po izdelavi in po 40 dnevih
skladi$¢enja (Duncanov test, a = 0,05)

Parameter (mg/100g) holesterol 250-HC holestan

Dodatek takoj 40 dni takoj 40 dni takoj 40 dni
kontrola 61,00+0,57 60,70+0,54 1,37+0,84 7,71£7,34  2,44+0,94 3,08+2,38
AA 60,26+0,95 60,10+0,57 1,79+0,82 10,95+8,13 1,63+0,56 5,23+4,07
Q 60,39+0,67 59,73+1,81 2,30+1,04 7,62+3,30  1,90+1,68 2,56+2,20
o-t 63,3543,73  61,86+5,26 1,58+0,51 5,77+£2,74  2,27+0,36 8,26+7,19
AA+Q 60,70£3,75 58,90+1,24 1,62+0,80 4,69+3,39  2,16+0,99 3,90+4,70
a-t+Q 61,5142,91 59,71+4,76 1,51+0,89 5,79+4,58  1,87+0,82 3,48+2,20
a-ttAA 60,89+3,16 56,10£2,30 2,00+0,44 4,65£2,50  1,89+1,04 7,18+£891
o-t+tAA+Q 61,20+5,01 59,30+4,76 1,91+0,66 6,89+4,58  2,36+0,96 3,28+2,20
znac. nz nz nz nz nz nz

Znag: p 0,05 statisticno znacilen vpliv; nz — p >0,05 statisticno neznacilen vpliv; srednje vrednosti z razli¢no
¢rko (A,B) znotraj vrstice se statisti¢no znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik izdelavo in po skladis¢enju); 250-
HC — 25a-hidroksiholesterol; holestan — 5a-holesten; AA — askorbinska kislina, Q — CoQ, a-t — a-tokoferol.
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Preglednica 8: Vpliv vrste dodanih antioksidantov in ¢asa skladiS¢enja na vsebnost 7-
hidroksiholesterola, 200-hidroksiholesterola, skupnih oksisterolov in njihov delez,
preracunan na skupni holesterol v jetrnih pastetah, takoj po izdelavi in po 40 dnevih
skladi$¢enja (Duncanov test, a = 0,05)

Parameter 7B-HC 200-HC vsota oksisterolov delez (% na SH)
(mg/100 g)

Dodatek takoj 40 dni takoj 40 dni takoj 40 dni takoj 40 dni
kontrola 0,86+0,53 0,82+0,27 1,334+0,63 3,6942,48 5,99+2,74 15,30+£9,16 8,83+3,57 19,21+8,80
AA 0,93+0,40 0,87+0,25 1,35+0,63 7,16+5,43 5,71+£0,97 24,20+12,30 8,63+1,34 27,42+10,42
Q 1,014+0,45 0,88+0,27 1,85+1,20 4,88+4,62 7,05+3,93 15,94+6,98 10,21£5,15 20,52 +6,31
o-t 0,84+0,22 0,83+0,28 1,65+1,21 6,74+7,01 6,34+1,76 21,60+15,42 9,13£2,65 23,36+12,49
AA+Q 0,69+0,19 0,73+0,41 1,58+0,79 4,8045,20 6,05+1,69 14,12+8,91 9,06+2,41 18,3249,15
a-t+Q 0,73+0,34 1,00+0,23 1,17+0,79 5,67+3,15 5,28+0,99 15,94+£9,07 7,88+1,29 20,31+7,42
a-ttAA 0,84+0,21 0,70+0,14 1,77+0,59 4,5243,25 6,50+0,97 17,05+11,27 9,63+1,14 20,92+9,86
a-ttAA+Q 0,75+0,18 0,84+0,23 1,66+0,75 7,3243,15 6,68+1,00 18,34+£9,07 9,87+1,59 22,78+7,42
znac. nz nz nz nz nz nz nz nz

Zna&: p <0,01 statisticno visoko znacilen vpliv; : p <0,05 statisti¢no znacilen vpliv; nz - p >0,05 statisti¢no
neznacilen vpliv; 78-HC — 7B-hidroksiholesterol; 20a-HC — 200-hidroksiholesterol; SH — skupni holesterol; AA —
askorbinska kislina, Q — CoQ, a-t — o-tokoferol; AA — askorbinska kislina, Q — CoQ,,, a-t — a-tokoferol.

Preglednica 9: Vpliv 40-dnevnega skladiS¢enja na povprecno vsebnost holesterola in
oksisterolov v jetrnih pastetah, izdelanih z razliénimi vrstami dodanih antioksidantov (t-
test v paru)

Parameter izraGunana razlika med zacetno vrednostjo in vrednostjo po 40 dnevnem skladis¢enju
(mg/100g) kontrola AA Q a-t AA+Q o-t+Q  o-ttAA a-t+tAA+Q
holesterol -0,3 0,16 0,66 1,49 1,8 -1,8 1,74 1,9
25-hidroksi-holesterol -6,34"  -9,16°  -5,32" 4,197 -3,07 -428" 2,65 -4,98
5a-holesten -0,64 3,6 -0,66 599 -1,74  -1,61  -529  -0,92
7B-hidroksi-holesterol -0,04 0,07 0,12 0,01 0,04 028" 014  -0,09
200-hidroksi-holesterol -2,36"  -581°  -3,03 5,09 322 45 2,75 =566

vsota oksisterolov 9317 -1849" 885" -1526" -8,08° -10,66" -10,55" -11,66

delez (% na SH) -1038°  -18.797 -1031"" -1423" -926° -12437 -1129" -12917

Zna&: " p <0,001 statisti¢no zelo visoko znacilna razlika; - p 0,01 statisti¢no visoko z znacilna razlika; ' p <0,05
statisti¢no znacilna razlika; AA — askorbinska kislina, Q — CoQ), a-t — a-tokoferol; SH — skupni holesterol.
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4.3 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA

Preglednica 10: Rezultati mas¢obnokislinske sestave jetrnih pastet, izdelanih z razli¢énimi
dodatki antioksidantov, z izracunanimi osnovnimi statisticnimi parametri

Parameter n  Vrednost so KV
(ut.% od SMK) povprena najmanjSa najvecja (%)
C8:0 64 0,04 0,03 0,04 0 11,2
C10:0 64 0,09 0,08 0,09 0 3,5
C12:0 64 0,32 0,29 0,37 0,03 8
C14:0 64 1,38 1,26 1,44 0,04 3
Cl4:1 64 0 0 0,01 0 561
C16:0 64 2347 22,8 24,04 041 1,7
Clé6:1 64 2,25 2,08 2,31 0,05 23
C18:0 64 12,68 11,76 13,77 0,67 53
C18:1c-11 64 0,07 0 0,09 0,03 40,5
C18:1¢c-9 64 41,89 40,01 42,58 0,73 1,7
C18:2 64 12,88 11,63 15,74 0,88 6,9
C18:3,n-6 64 0 0 0,03 0,01 391
C20:0 64 0,17 0,16 0,21 0,01 6,1
C18:3,n-3 64 0,83 0,42 1,02 0,13 16
C20:1 64 09 0,6 0,97 0,07 83
C20:2 64 0,48 0,28 0,53 0,05 11,1
C22:0 64 0,06 0,02 0,16 0,04 75,5
C20:3, n-6 64 0,09 0 0,17 0,06 67,4
C20:3+C20:4 64 1,13 0,36 1,27 0,17 14,9
C22:1 64 0,04 0 0,76 0,16 455
C20:5 64 0,02 0 0,04 0,02 81,7
C24:0 64 0 0 0,02 0 427
C22:3 64 0,1 0 0,19 0,08 78,8
C24:1+C22:4 64 0,08 0,02 0,19 0,07 84,4
C22:6 64 0,06 0,04 0,07 0,01 15,8
NMK 64 2552 24,72 26,17 045 1,8
ENMK 64 45,14 42,95 46,49 0,87 1,9
VNMK 64 29,34 27,94 32,33 0,84 29
n-6 64 13,15 11,89 16,13 0,89 6,8
n-3 64 2,03 1,33 2,23 0,22 10,8
n-6/n-3 64 6,57 5,39 10,11 L1 16,8
P/S 64 0,87 0,76 0,93 0,03 3,5
1A 64 0,23 0,21 0,24 0,01 3

n — §tevilo obravnavanj v poskusu, so — standardni odklon, KV (%) — koeficient variabilnosti.

V pasteti smo doloc¢ili 25 maS¢obnih kislin. Od tega je bilo:
— 9 nasicenih: kapilarna (C8:0), kaprinska (C10:0), lavrinska (C12:0), miristinska
(C16:0),
dokozanojska (C22:0), tetrakozanojska (C24:0) MK;
— 7 enkrat nenasiCenih: miristooleinska (C14:1), palmitooleinska (C16:1), oleinska
(C18:1n-9C), vakcenska (C18:1n-11C), gadoleinska (C20:1), eruka (C22:1) in

(C14:0), palmitinska

nevronska (C24:1);

stearinska (C18:0),

eikozanojska

(C20:0),
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— 9 veckrat nenasicenih: linolna (C18:2), y-linolenska (C18:3n6C), a-linolenska
(C18:3n-3C), eikozadienojska (C20:2), eikozatrienojska (C20:3n-6C), arahidonska
(C20:4), eikozapentaenojska-EPK  (C20:5),  dokozatrienojska  (C22:3),
dokozaheksaenojska kislina-DHK (C22:6).

Preglednica 11: Vpliv vrste dodanih antioksidantov na mas¢obnokislinsko sestavo lipidov v
jetrnih pastetah, izdelanih z razli¢nimi vrstami dodanih antioksidantov (Duncanov test,

a=0,05)

Parameter skupina

(ut.% od SMK) “konrola AA ~ Q a-t AATQ 0ttQ attAA o-tt AATQ z
C8:0 0,042 0,04ab 0,04b  0,04ab 0,04b 0,04ab 0,04b 0,04ab i
C10:0 0,09 009 0,09 0,09 009 0,09 009 0,09 nz
C12:0 032 031 0,32 031 032 032 032 032 nz
C14:0 139 138 138 137 139 139 137 138 nz
C16:0 23,62a 23,54ab 23,50ab 23,31bc 23,55ab 23,5lab 23,24c 23,49ab
C16:1 225 226 2726 223 225 226 223 225 nz
C18:0 12,82 12,61 12,77 12,6 12,66 12,71 12,57 12,69 nz
Cl18:1c-11 0,082  0,08ab 0,06abc 0,08ab 0,08ab 0,05bc 0,06abc 0,04c -
C18:1¢-9 41,88 42,05 41,81 41,84 4194 41,89 41,74 4196ab  nz
C18:2 12,60c  12,76bc 12,78bc 13,25ab 12,73bc 12,76¢b 13,39a 12,75bc
C18:3,n-6 0 0 0 0 0 001 0 0 nz
C20:0 016 017 0,16 017 017 0,17 0,17 0,16 nz
C18:3,n-3 083 077 085 0,84 084 083 082 085 nz
C20:1 0,9 089 09 0,9 0,88 091 0,89 091 nz
C20:2 046 047 049 046 049 049 049 049 nz
C22:0 0,04 005 0,04 0,00 004 006 007 0,07 nz
C20:3, n-6 0,1 0,09 0,11 0,03 0,1 0,08 009 0,08 nz
C20:3+C20:4 099 1,03 1,17 L17 .15  L16 1,17 1,17 nz
C22:1 019 009 0 0 0 0 0 0 nz
C20:5 002 002 0,02 0,02 002 0,02 002 002 nz
C24:0 0 0 0 0 0 0 001 0 nz
C22:3 0,04 0,13 0,13 0,06 0,1 014 012 0,11 nz
C24:1+C22:4 0,13 0,06 0,06 011 008 005 006 0,08 nz
C22:6 0,06 006 0,06 0,06 006 006 006 0,06 nz
NMK 25,66 2559 2553 2537 2559 2557 2529 2555abc  nz
ENMK 453 4537 4504 4505 4514 4512 4492 4517abc  nz
VNMK 29,04c  29,04c 29,43abc 29,58ab 29,27bc 29,31bc 29,79a 29.28bc
n-6 12,87c  13,04bc 13,07bc 13,46ab 13,02bc 13,03bc 13,662 13,0lbc
n-3 1,90bc 1,88c 2,10a  2,08ab 2,07ab 2,08ab 2,07ab 2,10ab *
n-6/n-3 705 7,19 626 6,53 632 63 6,67  624a nz
P/S 0,88a  0,88a 0,87abc 0,86bc 0,87ab 0,87ab 0,85c  0,87ab *
A 023 023 023 023 023 023 023 0,23ab nz

znadilnost: ~* p<0,01 statistiéno visoko znagilen vpliv; ‘p <0,05 statistiéno zna&ilen vpliv; nz — p >0,05 statistiéno
neznacilen vpliv; srednje vrednosti z razlicno ¢rko (a,b,c,d,e,f,g,h,i) znotraj vrstice se statistiéno znacilno razlikujejo (p
<0,05; znacilnost razlik med dodatki antioksidantov). AA — askorbinska kislina, Q — CoQ, -t — a-tokoferol, AA+Q —
askorbinska kislina + CoQ, a-t+Q — a-tokoferol + CoQ,y, a-t+AA — a-tokoferol + askorbinska kislina, o-t+AA+Q
— a-tokoferol + askorbinska kislina + CoQ.
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Iz preglednice 10 je razvidno da ENMK predstavljajo najvecji delez MK v pasteti, kar

45,14 ut. % vseh MK, sledijo VNMK z 29,34 ut. % ter NMK z 25,52 ut. %.

Med ENMK ima najvecji delez oleinska kislina C18:1¢c-9 z 41,9 %, sledi NMK
palmitinska kislina C16:0 z 23,5 %, od VNMK ima najvecji deleZ linolna kislina C18:2 z

12,9 %.

P/S in IA razmerje sta prikazana v preglednici 10 in sta odvisna od masScobnokislinske
sestave mascob. Razmerje P/S med VNMK in NMK nam pove ali so mascobe primerne za
prehrano ljudi in naj ne bi bilo manjSe od 0,5. V naSem primeru je razmerje P/S znaSalo
0,87. Medtem ko TA (indeks aterogenosti) uposteva vpliv specificnih MK, naj bi bil manjsi

od 0,5. V naSem primeru je ugoden in znasa 0,23.

V preglednici 11 je prikazan vpliv dodatka antioksidantov na mascobnokislinsko sestavo
pastete. Statisticno visoko znacilno vplivajo na delez VNMK. Najvi§jo vrednost smo
dolo¢ili v skupini, kjer sta bila dodana askorbinska kislina ter a-tokoferol, in sicer 29,79 ut.
%. NajniZja vrednost je bila v kontrolni skupini ter v skupini z askorbinsko kislino in je

zanaSala 29,04 ut.%.

Med posameznimi VNMK posebej izstopa linolna kislina (C18:2), na vsebnost katere
dodatki statisticno znacilno vplivajo. Najnizjo vrednost smo dolocili pri kontrolnem vzorcu
in sicer 12,60 ut. %, sledi vzorec AA+Q z 12,73 ut. %. Najvi§jo vrednost pa ima vzorec o-

t+AA z 13,39 ut. %.

Kljub temu, da na skupne NMK in ENMK dodatek antioksidantov ne vpliva znacilno, pa
lahko pri nekaterih posameznih mascobnih kislinah opazimo dolocene razlike (preglednica
11). Antioksidanti znacilno vplivajo na ENMK, katerih najvecji delez pripada vakcenski
kislini (C18:1c-11), med NMK pa kapilarni kislini (C8:0) ter palmitinski kislini (C16:0).

4.4 SENZORICNA ANALIZA S SKRAJSANIM ANALITICNIM TESTOM

Preglednica 12: Rezultati senzori¢ne analize jetrnih pastet, izdelanih z razli¢nimi dodatki

antioksidantov, z izra¢unanimi osnovnimi statisticnimi parametri

Lastnost n  Vrednost so  KV(%)
povpreCna najmanj$a najvecja
zunanji izgled (2 tocki) 32 1,36 1 1,5 0,2 16,8
sestava prerez (3 tocke) 32 2,27 2 2,5 03 11,2
barva prereza (3 tocke) 32 3 3 3 0 0
tekstura (4 tocke) 32 33 3 3,5 0,2 7,6
vonj (3 tocke) 32 297 2,5 3 0,1 4,1
okus (5 tock) 32 4,08 3,5 4,5 0,4 99
skupaj (20 tock) 32 16,97 16,5 17,5 04 2,1

n — §tevilo obravnavanj v poskusu, so — standardni odklon, KV (%) — koeficient variabilnosti.

Strokovna komisija, ki so jo sestavljali zaposleni na Biotehniski fakulteti, je ocenjevala
vzorce pastet s skrajSanim analiticnim testom, z 20-to¢kovnim ocenjevalnim zapisnikom za
klobase s sistemom odbitnih toc¢k (priloga A). Ocenjevali so zunanji izgled (0-2 tocki),

31



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012

sestavo prereza (0-3 tocke), barvo prereza (0-3 tocke), teksturo (0-4 tocke), vonj (0-3
tocke) in okus (0-5 tock).

Rezultate senzori¢ne analize smo statisticno obdelali in predstavili v preglednicah 12 in 13.
Iz preglednice 12 je razvidno, da je najbolj variabilna senzori¢na lastnost zunanji izgled,
koeficient variabilnosti je kar 16,8 %, kar je posledica izloCanja mascobe in oksidirana
barva povrSine pri nekaterih vzorcih. Med dokaj variabilni lastnosti lahko Stejemo tudi
sestavo prereza in okus vzorcev, koeficient variabilnosti je bo med 11,2 in 9,9 %. Razlog
za nehomogeno sestavo prereza je v luknjicavosti prereza, ki pa ni posledica dodatka
antioksidantov, ampak ro¢nega polnjenja pastetne mase (reSitev bi bila uporaba vakuumske
polnilke). Ocene za okus pa variira predvsem iz enega razloga — pojava kislega priokusa v
primeru uporabe askorbinske kisline.

Preglednica 13: Vpliv vrste dodanih antioksidantov na senzori¢no kakovost jetrnih pastet,
izdelanih z razlicnimi vrstami dodanih antioksidantov (Duncanov test, a = 0,05)

Lastnost (tocke)

Dodatek zunanji sestava barva tekstura (4)  vonj (3)  okus (5) skupaj (20)
izgled (2)  prereza (3) prereza (3)

kontrola 1,50+0a 2,25+0,3 3,000 3,00+0c 3,00£0  4,50+0a 17,25+0,3
AA 1,50+0a 2,25+0,3 3,00+0 3,3840,3ab  2,88+0,3 4,00+0bc 17,00+0,4
Q 1,00+0b 2,25+0,3 3,00+0 3,3840,3ab  2,88+0,3 4,50+0a 17,00+0
o-t 1,38+0,3a  2,38+0,3 3,00+0 3,25+0,3abc  3,00+0 4,38+0,3ba 17,38+0,3
AA+Q 1,25+0,3ab  2,38+0,3 3,00+0 3,50+0a 3,00+0 3,63+0,3¢c  16,75+0,3
a-t+Q 1,38+0,3a  2,13+0,3 3,000 3,50+0a 3,00+0 3,75+0,3¢  16,75+0,3

o-t+tAA 1,38+0,3a  2,25+0,3 3,00+0 3,13+0,3bc  3,00+0 4,00+£0,6bc  16,75+0,3
o-ttAA+Q  1,50+0a 2,254+0,3 3,000 3,25+0,3abc 3,000 3,88+0,3c¢ 16,88+0,5
znadilnost nz nz : nz o nz

znacilnost: ***p <0,001 statisti¢no zelo visoko znadilen vpliv; - p<0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; *p <0,05
statisti¢no znacilen vpliv; nz — p >0,05 statisti¢no neznacilen vpliv; srednje vrednosti z razli¢no ¢rko (a,b,c,d,e,f,g,h,i)
znotraj stolpca se statisti¢no znacilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med dodatki antioksidantov). AA —
askorbinska kislina, Q — CoQ, 0t — a-tokoferol, AA+Q — askorbinska kislina + CoQ,, a-t+Q — a-tokoferol +
CoQy, a-t+tAA — a-tokoferol + askorbinska kislina, a-t+AA+Q — a-tokoferol + askorbinska kislina + CoQ.

V preglednici 13 lahko vidimo kako vrsta dodanih antioksidantov vpliva na senzori¢no
kakovost pastet. In sicer, dodatek razlicnih antioksidantov znalilno vpliva na zunanji
izgled, teksturo in okus, ne vpliva na sestavo prereza, barvo, vonj ter skupno oceno. Po
zunanjem zgledu je najslabSe ocenjena pasteta Q (1 tocka), predvsem zaradi oksidirane
barve povrsine in izloCanja maS¢obe na povrsSini. Tudi ostale skupine pastet niso dosegle
optimalne ocene za zunanji izgled (pod 1,5 tocke). Glede teksture pa lahko povzamemo iz
preglednice 13, da so vsi vzorci dobili vi§jo oceno kot kontrolni vzorec (nad 3 tocke), le da
v primeru vzorcev o-t, a-ttAA in o-ttAA+Q razlike niso statisticno znalilne. Vrsta
dodanih antioksidantov pa vpliva statisticno zelo visoko znacilno na oceno okusa pastete,
in sicer so ocenjevalci najbolje ocenili kontrolni vzorec in vzorec Q, slabSe pa predvsem
vzorce z dodano askorbinsko kislino (AA, AA+Q, a-t+Q, a-t+AA in a-t+tAA+Q).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen diplomskega dela je bil ugotoviti vpliv dodatka razlicnih antioksidantov —
koencima Qj, askorbinske kisline in a-tokoferola, samih ali v kombinaciji, na vsebnost
oksisterolov v jetrni pasteti takoj po izdelavi in po 40-dnevnem skladiscenju. Prav tako
smo preverili morebitne spremembe v vsebnosti holesterola in mas¢obnokislinski sestavi.

Potro$niki imamo veliko izbiro na podro¢ju ponudbe pastet, narejenih iz razlicnega mesa
in z razli¢nimi dodatki. Glede na veliko popularnost koencima Q; ter njegovo funkcijo pri
preprecevanju oksidacije, je primeren funkcionalen dodatek k pasteti. Da bi si zagotovili
tehnolosko in senzori¢no kakovosten izdelek, smo uporabili lasten recept, ki upoSteva
zakonske predpise o minimalni vsebnosti jeter v kon¢nem izdelku, ki mora biti nad 15 %
(Polak in sod., 2011).

Oksidi holesterola lahko slabo vplivajo na zdravje ljudi, saj povzroc€ajo civilizacijske
bolezni, kot so ateroskleroza in rakasta obolenja. S tem, da prepre¢imo oksidacijo izdelkov,
dobimo boljSo obstojnost in vi§jo hranilno vrednost izdelka. Na§ namen je bil v ¢im vecji
meri ohraniti vsebnost CoQj;o med postopkom izdelave pastete, zato smo ji dodali
antioksidanta askorbinsko kislino in/ali a-tokoferol. Vsi trije dodatki niso topni v
mascobah in odstranjujejo proste radikale (Kagan in sod., 1998; Lass in Sohal, 1998; Shiin
sod., 1999; Lass in Sohal, 2000; Navas in sod., 2007).

Predvideva se, da a-tokoferol neposredno reagira z lipidnimi peroksidnimi radikali, ob tem
se tvorijo a-tokoferil radikali. Ti se v nadaljevanju reducirajo s koencimom Q;oH»
(ubiquinol), ob tem pa se regenerira a-tokoferol. Znano je, da je regeneracija a-tokoferola
brez koencima Q¢ lahko Skodljiva za celice, kajti a-tokoferol se lahko delno nadomesca z
ubikinolom iz elektronske transportne verige (Li in May, 2003). Socasnega delovanja
koencima Qj¢ in a-tokoferola v nasem poskusu nismo dokazali, kar je v skladu z
ugotovitvami Polaka in sod. (2011), ki enako ugotavlja za pasterizirane piS¢ancje pastete.

Kot smo Ze omenili zgoraj, antioksidanti, ki odstranjujejo proste radikale ne delujejo le
individualno ampak tudi v kombinaciji, v€asih sinergisticno z drugimi antioksidanti.
Najbolj znana je interakcija med askorbinsko kislino in a-tokoferolom. V vodni fazi
askorbinska kislina zelo u¢inkovito reducira a-tokoferolil radikale v membranah in delce
LDL, regenerira a-tokoferol in tudi inhibira iniciacijo verizne reakcije z a-tokoferil
radikali. Zato askorbinska kislina in o-tokoferol sinergistiéno inhibirata peroksidacijo
lipidov. Znano pa je tudi, da ubikinol reducira a-tokoferil radikale (Mukai in sod., 1990).
Pri redukeiji a-tokoferil radikalov sodelujeta oba, ubikinol in askorbinska kislina. Koliko
komponenti posamezno prispevata k tej redukciji je odvisno od pogojev reakcije (Niki,
1997).

Najvecji u¢inek dodanih antioksidantov na zmanjSanje celokupnih oksidov holesterola med
40 dnevnim skladis¢enjem smo ugotovili v pasteti, v katero smo dodali meSanico
askorbinske kisline in CoQ;o (povecajo se iz 6,05 +1,69 mg/100 g na
14,12 £8,91 mg/100 g), in v pasteti, v katero smo dodali samo CoQ;y (povecajo se iz
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7,05+£3,93 mg/100 g na 15,94+£6,98 mg/100 g), najmanjsi ucinek pa v pasteti z dodano
askorbinsko kislino (povecajo se iz 5,71 £0,97 mg/100 g na 24,20 +£12,30 mg/100 g). V
nasi nalogi kombinacija CoQ;o in askorbinske kisline najbolj zmanj$a nastanek oksidov
holesterola v pasterizirani pasteti, kar je v skladu z ugotovitvami Polaka in sod. (2011), ki
jih je pridobil na pis¢andji jetrni pasteti. Ze Niki (1997) je ugotovil, da askorbinska kislina
in ubikinol v kombinaciji delujeta neodvisno in se njun ucinek sesteva.

Treba je poudariti, da smo v pastete dodali koencim Q;¢ v oksidirani obliki (ubikinon).
Ocitno v pastetnem matriksu obstojajo zelo ucinkoviti reducirajo¢i mehanizmi, ki koencim
Q1o ohranjajo v aktivni obliki (ubikinol), v kateri obliki sodeluje pri regeneraciji o-
tokoferola iz a -tokoferil radikalov.

Nekatere Studije so vrednotile vpliv toplotne obdelave mesa na nastanek oksidov
holesterola in ugotovili, da sta najpomembnejSa neposredno delujoa dejavnika cas in
temperatura (Kesava-Rao in sod., 1996, Grau in sod., 2001). Povecanje vsebnosti oksidov
holesterola med toplotno obdelavo je verjetno posledica pospesene peroksidacije lipidov
(Engeseth in Gray, 1994). V literaturi pa najdemo zelo razlicne podatke o vsebnosti
oksidov holesterola v zivilih, razlogi so v metodah doloCanja in dodanih motec¢ih snovi.
Tako Baggio in Bragagnolo (2006) v predelanih pisc¢ancjih izdelkih (hamburgerji, klobase,
hrenovke) nista dolocila oksidov holesterola, ne v surovih in ne v toplotno obdelanih.
Razlog je bila prisotnost konzervansa natrijevega eritorbata (INS 360) in za¢imb, ki po
njunem mnenju delujejo antioksidativno. Nasprotno smo ugotovili v nasi nalogi pa tudi
Rodriguez-Estrada in sod. (1997) v svoji Studiji. Tudi ionizirajoCe sevanje (Lee in sod.,
2001) in dodatek a -tokoferola med pripravo lahko povzrocita nastanek oksidov holesterola
(Galvinin sod., 1998; Grau in sod., 2001).

NasSa pasteta v povprecju vsebuje 605,2 mg/kg holesterola in dodatek antioksidantov ni
znacilno zmanjSal vsebnosti te komponente. Vicente in Torres (2007) ugotavljata, da do
zmanjSanja holesterola v toplotno obdelanih zivilih lahko pride zaradi izceje holesterola
skupaj z mascobo med predelavo, razpada zaradi toplote, in/ali interakcije z drugimi
molekulami, ali kar je Se verjetneje, zaradi kombinacije vseh teh dejavnikov. V nasem
primeru izceja maScobe iz pasStete ni mozna, ker smo pastetno maso polnili v kozarcke in
jih hermeti¢no zaprli pred toplotno obdelavo.

Sprejemljiv dnevni vnos (acceptable daily intake - ADI) za koencim Qo je 30 mg/dan in je
izracunan iz vnosa, ki za posledico nima neZelenih uc¢inkov (no-observed-adverse-effect
level - NOAEL) in je 720 mg/dan za osebo, ki tehta 60 kg (Hidaka in sod., 2008). Ocene
tveganja za koencim Qo na podlagi razliénih podatkov iz klini¢nih raziskav kazejo, da je
varen vnos (observed safety level - OSL) za koencim Qo 1200 mg/dan/osebo (Hidaka in
sod., 2008; Hathcock in Shao, 2006). Z 50 g pasStete (obogatene z 0,2 g koencima Q;¢/kg)
tako zauzijemo dnevno 10 mg koencima Qj, kar je sicer manjsi vnos od ADI, vendar je
bistveno nad 3-5 mg/dan v danski prehrani (Weber in sod., 1997) ali 5,4 mg/dan (moski)
oziroma 3,8 mg/dan (Zenske) v finski prehrani (Mattila in Kumpulainen, 2001). Vsekakor
je paSteta obogatena s koencimom Qo lahko pomemben vir koencima Qo v vsakodnevni
prehrani. Nedavne Studije so pokazale, da je dnevni vnos koencima Qo iz hrane danes
bistveno nizji zaradi spremenjene prehrane ali zaradi zdravstvenih razlogov (izogibanje
mascob, ki vsebujejo zivila, predvsem mesu in ribam, ter poveCana poraba sadja in

34



Fingust T. Vsebnost oksisterolov v jetrni pasteti z dodatkom koencima Q,, askorbinske kisline in a-tokoferola.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012

zelenjave in vlaknine, revnih s CoQjo; Mattila in Kumpulainen, 2001), ali uporabe
razliénih preparatov za zniZevanje telesne mase ali krvnega holesterola (statini blokirajo
sintezo drugih esencialnih komponent, kot je koencim Qo) (Bliznakov in Wilkins, 1998).

Cilj naloge ni bil samo ovrednotiti vpliv dodanih antioksidantov na vsebnost oksisterolov,
temve¢ nas je zanimala tudi senzori¢na kakovost pastet obogaten z omenjenimi
antioksidanti. Take pastete bi namrec¢ bile potencialno zanimive tudi kon¢nim potroSnikom.
Senzori¢no oceno pastet je podal panel izkuSenih senzori¢nih ocenjevalcev z dolgoletnimi
izkuSnjami na podrocju senzoricne analize mesa in mesnih izdelkov. dodatek razli¢nih
antioksidantov znacilno vpliva na zunanji izgled, teksturo in okus, ne vpliva na sestavo
prereza, barvo, vonj ter skupno oceno. Razlog za nehomogeno sestavo prereza in razlike v
sestavi prereza pastet je v luknji¢avosti prereza, ki pa ni posledica dodatka antioksidantov,
ampak ro¢nega polnjenja pastetne mase (reSitev bi bila uporaba vakuumske polnilke).
Ocene za okus pa variirajo predvsem iz enega razloga — kislega priokusa v primeru
uporabe askorbinske kisline.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko oblikujemo naslednje sklepe:

razvili smo lastno recepturo za jetrno pasteto z dodanimi antioksidanti, askorbinsko
kislino (2 g/kg), a-tokoferolom (200 mg/kg) in koencimom Q;o (200 mg/kg),
dodanimi posamic¢no ali v kombinaciji;

100 g pastete povprecno vsebuje 64,4 +0,3 g vode, 5,11 £0,2 g mineralnih snovi,
15,78 £0,6 g mascob, 13,81 £0,7 g beljakovin, 1,54 +0,03 g soli in 9,82 +9,18 mg
CoQio;

dodatek antioksidantov v paStetni nadev vpliva na vsebnost vode (p <0,05) in
CoQio (p £0,001) v jetrni pasteti, ne vpliva pa vsebnost mascob, beljakovin, skupih
mineralnih snovi in NaCl;

dodatek CoQ;¢ poveca njegovo vsebnost v pasteti (iz 23,9 £15,5 mg/kg v kontroli
na 168,9 +92,7 mg/kg v pasteti z dodanim CoQ;o v koncentraciji (200 mg/kg);
znacilno najvecja vsebnost vode je bila v skupini pastet, v katero smo dodali CoQ¢
(kontrola: 62,4 £0,20 %; dodatek CoQ;o: 67,3 £0,28 %);

100 g pastete vsebuje povprecno 60,52 £2,9 mg holesterola in 12,08 £9,4 mg
oksisterolov (od tega je 25-hidroksi-holesterola 4,29 +4,3 mg/100 g, 5a-holestena
3,35 +£3,8 mg/100 g, 7B-hidroksi-holesterola 0,83 +0,3 mg/100 g in 20a-hidroksi-
holesterola 3,61 +4 mg/100 g);

dodatek antioksidantov v pastetni nadev ne vpliva znac¢ilno na vsebnost holesterola
in oksisterolov (p >0,05) v izdelani pasteti;

40-dnevno skladiS¢enje znacilno vpliva na vsebnost nekaterih individualnih
oksisterolov (25a-hidroksiholesterola in 20a-hidroksiholesterola) ter na skupne
okside in delezZ oksisterolov;

najve¢ji ucinek dodanih antioksidantov na zmanjSanje celokupnih oksidov
holesterola v 40-ih dneh skladis¢enja smo ugotovili v pasteti, v katero smo dodali
mesSanico askorbinske kisline in CoQ; (povecajo se iz 6,05 £1,69 mg/100 g na
14,12 £8,91 mg/100 g), in v pasteti, v katero smo dodali samo CoQ;¢ (povecajo se
iz 7,05+3,93 mg/100 g na 15,94+6,98 mg/100 g), najmanjsi ucinek pa v pasteti z
dodano askorbinsko kislino (povecajo se iz 5,71 +0,97 mg/100 g na
24,20 £12,30 mg/100 g);

dodatek antioksidantov v pastetni nadev vpliva na maScobnokislinsko sestavo
pastete, v primerjavi s kontrolo se v pasteti z dodano askorbinsko kislino in a-
tokoferom poveca delez VNMK;

dodatek razli¢nih antioksidantov v pastetni nadev znacilno vpliva na senzoric¢no
ocenjen zunanji izgled, teksturo in predvsem okus, ne vpliva na sestavo prereza,
barvo, vonj ter skupno oceno pastet;

ocenjevalci so najbolje ocenili okus kontrolne pastete in pastete z dodanim CoQo,
slabse pa predvsem pastete z dodano askorbinsko kislino.
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6 POVZETEK

Danasnji stil Zivljenja in prehranjevanja nam povzro€a tezave pri skrbi za zdravo in
uravnoteZzeno prehrano. Prav zaradi tega med potroSniki naraS¢a povprasevanje po
razliénih prehranskih dopolnilih, uc¢inkovit in prijazen nacin, ki lahko prispeva k
ohranjanju zdravja in krepitvi organizma. Zadnjih nekaj let eno od vlog vse bolj uspesno
opravlja naravna substanca, imenovana koencim Q;o. Koencim Q ali ubikinon je naravna,
vitaminom podobna spojina, prisotna v vsaki zivi celici. Primarno se nahaja na notranji
mitohondrijski membrani, kjer ima klju¢no vlogo pri prenosu elektronov v transportni
verigi in tvorbi energije v obliki ATP v procesu oksidativne fosforilacije. Poznan je tudi
kot mocan maScobotopni antioksidant, ki §¢iti celice pred poSkodbami, nastalih zaradi
delovanja prostih radikalov, tudi pred nastankom oksidov holesterola (oksisterolov). Poleg
koencima Q;g so za preprecevanje tvorbe oksisterolov u¢inkoviti tudi drugi antioksidanti,
kot sta to askorbinska kislina in a-tokoferol.

Namen naloge je bil raziskati, v kolikSni meri z dodatkom koencima Q;o, askorbinske
kisline in a-tokoferola, skupaj ali posamic¢no, lahko zmanjSamo oz. preprec¢imo oksidacijo
lipidov in posledi¢no holesterola (nastanek oksisterolov) takoj ob izdelavi in ob koncu roka
uporabnosti pasterizirane jetrne pastete iz praSi¢jega mesa. Z dodatkom koencima Q, ki
pokrije dnevne potrebe po njem (20 mg koencima Q;¢/100 g zivila), smo zeleli tudi
prispevati k funkcionalnosti izdelka jetrne pastete.

Tako smo na Katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje Zivil razvili lastno recepturo za
(prasicjo) jetrno pasteto in izdelali osem eksperimentalnih skupin (1 — kontrola, 2 — AA, 3
-Q,4 -0t 5-AA+Q, 6 — 0-t+Q, 7 — a-t+tAA in 8 — a-t+AA+Q) jetrnih pastet v Stirih
proizvodnih ponovitvah. Na dvaintridesetih vzorcih pastet smo opravili vrsto kemijskih
analiz, pri ¢emer smo dolocili vsebnost CoQjo, holesterola in oksidov holesterola,
mascobnokislinsko sestavo ter osnovno kemijsko sestavo jetrne pastete. Senzori¢ne
lastnosti je s skrajSanim analiticnim testom ocenil Stiri¢lanski panel izkuSenih
preizkusevalcev. Vsebnost holesterola in oksidov holesterola smo dolocili Se po 40-tih
dneh skladisc¢enja.

V poskusu smo prisli do naslednjih zakljuckov. 100 g pastete povprecno vsebuje
64,4 +0,3 g vode, 5,11 +£0,2 g mineralnih snovi, 15,78 +£0,6 g mascob, 13,81 +£0,7 g
beljakovin, 1,54 +0,03 g soli in 9,82 +9,18 mg CoQ;o. Na podlagi dobljenih rezultatov
ugotavljamo, da dodatek antioksidantov v pastetni nadev vpliva na vsebnost vode (p <0,05)
in CoQo (p <£0,001) v kon¢nem izdelku, ne vpliva pa vsebnost mascob, beljakovin, skupih
mineralnih snovi in NaCl. Dodatek CoQ;o poveca njegovo vsebnost v paSteti (iz
23,9 £15,5 mg/kg v kontroli na 168,9 +92,7 mg/kg v pasteti z dodanim CoQ;o v
koncentraciji (200 mg/kg). Znacilno najve¢ja vsebnost vode je bila v skupini pastet, v
katero smo dodali CoQj (kontrola: 62,4 £0,20 %; dodatek CoQo: 67,3 £0,28 %). 100 g
pastete vsebuje povpre¢no 60,52 2,9 mg holesterola in 12,08 £9,4 mg oksisterolov (od
tega je 25-hidroksi-holesterola 4,29 +4,3 mg/100 g, Sa-holestena 3,35 +3,8 mg/100 g,
7B-hidroksi-holesterola 0,83 £0,3 mg/100 g in 20a-hidroksi-holesterola 3,61 +4 mg/100 g).
Dodatek antioksidantov v pastetni nadev ne vpliva znacilno na vsebnost holesterola in
oksisterolov (p >0,05) v izdelani pasteti, pac¢ pa 40-dnevno skladiS¢enje znacilno vpliva na
vsebnost nekaterih individualnih oksisterolov (25a-hidroksiholesterola in 20a-hidroksi-
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holesterola) ter na skupne okside in delez oksisterolov. Tako smo ugotovili najvecji u€inek
dodanih antioksidantov na zmanjSanje celokupnih oksidov holesterola v 40-ih dneh
skladisS¢enja v pasteti, v katero smo dodali meSanico askorbinske kisline in CoQo
(povecajo se iz 6,05 £1,69 mg/100 g na 14,12 +8,91 mg/100 g), in v pasteti, v katero smo
dodali samo CoQ;o (povecajo se iz 7,05+3,93 mg/100 g na 15,94+£6,98 mg/100 g),
najmanj$i ucinek pa v paSteti z dodano askorbinsko kislino (povecajo se iz
5,71 £0,97 mg/100 g na 24,20 12,30 mg/100 g). Dodatek antioksidantov v pastetni nadev
nekoliko spremeni masc¢obnokislinsko sestavo pastete, v primerjavi s kontrolo se v pasteti
z dodano askorbinsko kislino in a-tokoferom poveca delez VNMK. Dodatek razli¢nih
antioksidantov v pasStetni nadev znacilno vpliva tudi na senzoricno ocenjen kakovost
izdelka, zunanji izgled, teksturo in predvsem okus, ne vpliva na sestavo prereza, barvo,
vonj ter skupno oceno pastet. Pri tem je potrebno poudariti, da so ocenjevalci najbolje
ocenili okus kontrolne pastete in pastete z dodanim CoQ,o, slabse pa predvsem pastete z
dodano askorbinsko kislino.
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PRILOGE

Priloga A: Ocenjevalni zapisnik

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta

OCENJEVALNI ZAPISNIK 1
Klobase - sausages

Izdelek (product):

Datum (date of estimating):

Lastnost (property) Ocene (scores)

1. zunanji izgled 2 15 1 05 0
(external appearance)

2. sestavaprereza N 325 2 15 1 05 0
(cross-section composition)

3. barva prereza 3

. 25 2 15 1 05 O
(colour of cross-section)

4. tekstura 4 35 3 25 2 15 1 05 0
(texture)
5. vonj

3 025 2 15 1 05 O
(smell) ’ ’ ’
6. okus 5 45 4 35 3 25 2 15 1 05
(taste)

Skupaj tock (sum of scores):

Opombe za lastnost (notes for property):

AN

Podpis (signature):
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