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Al Namen magistrske naloge je bil zmanjSevanje tvorbe heterocikli¢nih aromatskih
aminov (HCA) v toplotno obdelanih pis¢ancjih filejih (obicajne in obogatene z n-3) ter
vpliv dodatka ekstrakta brina v rafiniranem son¢ni¢nem olju na tvorbo HCA. Poleg tega
smo dolocili koli¢ino ekstrakta brina, ki najbolj optimalno preprecuje tvorbo HCA.
Eksperiment je potekal tako, da smo najprej pripravili tri brinove ekstrakte z razli¢no
koncentracijo, in sicer: BR (50 ml ekstrakta brinovih jagod), BR (koncentracija 1:1) in BR
(koncentracija 1:2) in za vsako koncentracijo 12 filejev navadnega ter n-3 pisc¢ancjega
mesa. Tako pripravljene fileje smo 4 minute pekli na dvoplosénem zaru pri temperaturi
240 °C. Po njihovi ohladitvi smo dolocili vsebnosti HCA. Navadni piscancji fileji z
dodanimi brinovimi ekstrakti so v povpre¢ju vsebovali 25 ng HCA/kg vzorca za razliko od
n-3 mini pis¢ancjih filejev z dodanimi brinovimi ekstrakti, ki so v povpre¢ju vsebovali 16
png HCA/kg vzorca. Z metodo Folin—-Ciocalteu smo dolocili skupne fenolne spojine v
brinovih ekstraktih. Koncentracija skupnih fenolnih spojin je bila najvecja v ekstraktu BR
(2,60 mgl/l), sledi ekstrakt BR (1:1) z 1,73 mg/l in BR (1:2) z 1,36 mg/l. Kot najuspesnejsi
ekstrakt za zmanjSevanje tvorbe HCA se je izkazal ekstrakt BR (1:2) (14,5 pg HCAJ/KQ),
sledi ekstrakt BR (1:1) (22,5 pg HCAJ/Kkg) ter na koncu ekstrakt BR (22,9 ng HCA/KQ).
Dodatek brinovih ekstraktov na splosno ne vpliva na zmanjsanje HCA v primerjavi s
kontrolnimi vzorci. l1zjema je ekstrakt BR (1:2), ki zmanjSa HCA le v n-3 vzorcih.
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AB  The aim of this master thesis was the reduction of the formation of Heterocyclic
Aromatic Amines (HCA) in heat-treated chicken fillets (conventional and n-3) and the
influence of the juniper added in refined sunflower oil in the formation of HCA. In
addition, we determined the optimal concentration of juniper for preventing the formation
of HCA. For the experiment three different concentration of juniper were used: BR (50 ml
extract of juniper berries), BR (concentration 1:1) and BR (concentration of 1:2). For each
concentration 12 fillets of conventional and n-3 meat were prepared and then fried on two-
plate grill for 4 minutes at a temperature of 240 °C. After cooking, the concentration of
HCA was determined. Conventional chicken samples with added juniper extracts
contained an average of 25 mg HCA/kg comparing to the concentration of n-3 mini
chicken samples, which on average contained 16 mg HCA/kg. With Folin-Ciocalteu
method, the total phenolic compounds in juniper extracts were determined. Concentration
of the phenolic compounds was the highest in the extract BR (2.60 mg/l), followed by BR
(1:1) with 1.73 mg/l and BR (1:2) with 1.36 mg/l. As the most effective extract to reduce
the formation of HCA has proved extract BR (1:2) (14.5 ug HCA/kg), followed by BR
(1:1) (22.5ug HCA/kg) and at the very end extract BR (22.9 mg HCA/kg). In general the
juniper extracts did not affect the reduction of the HCA in comparison with the control
samples. An exception is the extract BR (1:2), which reduced the amount of HCA only in
n-3 samples.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AoC 2-amini-9H-pirido [2,3-b]indol

AlA aminoimidazo — azaareni

ATP adenozin trifosfat

ADP adenozin difosfat

BHA butiliran hidroksianizol

BHT butiliran hidroksitoluen

BR 50 ml ekstrakta brinovih jagod (Maestro)

BR (1:1) 50 ml ekstrakta brinovih jagod (Maestro), koncentracija 1:1
BR (1:2) 50 ml ekstrakta brinovih jagod (Maestro), koncentracija 1:2

DNA deoksiribonukleinska kislina
DMIP 2-amino-1,5-4dimetilimidazo[4,5-b]piridin
FC Folin — Ciocalteu

Glu-P-1 2-amino-6-metildipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol
Glu-P-2 2-aminodipirido[1,2-a:3',2"-d]imidazol

GC plinska kromatografija
HCA heterocikli¢ni amini
HPLC tekocCinska kromatografija visoke loc¢ljivosti

(ang. High Performance Liquid Chromatography
HPLC/MC  tekocinska kromatografija v povezavi z masno sprektrometrijo
Harman 9-metil-9-(4’-amino-fenil)-9-H-pirido [3,4-b] indol

IARC Mednarodna agencija za raziskavo raka
(ang. International Agency for Research on Cancer)

1Q 2-amino-3metilimidazo[4,5-f]kinolin

1Qx 2-amino-3metilimidazo[4,5-f]kinoksalin

IUPAC Mednarodna zveza za Cisto in uporabno kemijo
(International Union of Pure and Applied Chemistry)

LC-MC tekocCinska kromatografija/masna spektrometrija

LC tekocCinska kromatografija

[M+H] deprotonirani ioni

MeAaC 2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol

MelQ 2-amino 3,4dimetilimidazo[4,5f]kinolin

MelQx 2-amino-3,8dimetilimidazo[4,5f]kinoksalin

MK mascobne kisline

MC masna spektrometrija

n-3 pis¢ancje meso obogateno z VNMK

Norharman  9-(4’-amino-fenil)-9-H-pirido [3,4-b] indol

PhIP 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin

SFS skupne fenolne snovi

SPE ekstrakcija na trdi fazi (angl. Solid Phase Extraction)

Trp-P-1 3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol
Trp-P-2 3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol

Ts srediS¢na temperatura

TMIP 2-amino-1,5-6rtimetilimidazo[4,5-b]piridin
VNMK vecCkrat nenasi¢ene mascobne kisline
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4'-OH-PhIP 2-amino-6-(hidroksifenil)-1-metilmidazo[4,5-b] piridin
7,8-DiMeLQx 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo [4,5-f] kinoksalin
4-CH,0OH-MelQx  4-hidroksimetil-2-amino3,8,4dimetilimidazol [4,5f] kinoksalin
4,8-DiMeLQx 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo [4,5-f] kinoksalin
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1 UvOD

Perutnina vkljucuje vse domace ptice, kot so purani, piS€anci, gosi, race, fazani itd. Danes
te predstavljajo najbolj uporabna Zivila v prehrani ¢loveka. Njihova poraba s strani ¢loveka
nara$ca, najbrz zaradi nizje cene, hitre in enostavne priprave ter vsebnosti hranilnih snovi,
kot so beljakovine, esencialne aminokisline, mineralne snovi (fosfor in Zelezo) in vitamini
skupine B. Poleg tega perutninsko meso vsebuje relativno malo masc¢ob (Vombergar in
Hostnik, 2006).

Uravnotezena prehrana je prehrana, ki vsebuje hranilne snovi v koli¢inah, ki so potrebne za
optimalno delovanje ¢loveskega organizma. Uravnotezena prehrana ne sme vsebovati
Skodljivih spojin, ki pa se Zal med toplotno obdelavo mesa tvorijo. Mednje sodijo
rakotvorne spojine, imenovane heterocikli¢ni aromatski amini (HCA).

Danes je izoliranih ve¢ kot 25 heterocikli¢nih aromatskih aminov. Vsi HCA so spojine z
visokim mutagenim in kancerogenim potencialom. Poleg tega imajo HCA sposobnost, da
povzrocajo poskodbe DNA molekul, ki privedejo do nastanka raka (Sugimura, 1997).

HCA lahko razdelimo v dve skupini, in sicer: polarni ali 1Q tipi ter nepolarni oziroma ne-
IQ tipi. Za tvorbo polarnih HCA je obvezna prisotnost kreatina oziroma kreatinina. Po
drugi strani pa za tvorbo nepolarnih tipov ni obvezna prisotnosti kreatina/kreatinina.
(Murkovic, 2004):

Znano je, da HCA nastajajo v proteinsko bogati hrani med normalnimi postopki toplotne
obdelave, kot so cvrenje, praZenje ter pecCenje. Nastajajo kot rezultat Streckerjeve
razgradnje in Maillardove reakcije. Prekurzorji HCA so: kreatin/kreatinin, proste
aminokisline in sladkor (Kizil in sod., 2011).

Pri nizji temperaturi toplotne obdelave HCA v mesu nastanejo v majhnih koli¢inah (ng/g),
pri vi§ji temperaturi pa se njihova tvorba poveca. Nastajanje HCA je odvisno tudi od
ostalih dejavnikov, kot so: vrsta mesa, nacin in Cas toplotne obdelave, temperatura in
stopnja porjavitve med toplotno obdelavo (Murkovic, 2004).

Agencija za raziskavo raka pravi, da je tretjina od vseh obolelih povezana z na¢inom
prehranjevanja. Stevilne $tudije so pokazale, da dolgorono uzivanje mesa, ki vsebuje
HCA, povzroca raka pri ljudeh in Zivalih. Poleg tega lahko inducira rast tumorja na
razli¢nih delih: debelem in tankem ¢revesu, prostati, pljucih, kozi, prsih, jetrih in mle¢nih
Zlezah (IARC, 1993).

Znanih je ve¢ moznosti za zmanjSanje tvorbe HCA v toplotno obdelanem mesu, in sicer
(Rahman in sod., 2014):
e uporaba nizje temperature toplotne obdelave,
optimalno povecanje koli¢ine sladkorjev,
mariniranje in paniranje,
dodatek antioksidantov,
povecanje vlaznosti med toplotno obdelavo,
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e uporaba razli¢nih ekstraktov.

1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je bil zmanj3ati tvorbo HCA v toplotno obdelanih pis¢ancjih filejih, tako
navadnih kot tistih z ve¢jo vsebnostjo n-3 mascobnih kislin, z uporabo ekstraktov brina.
Zeleli smo ugotoviti tudi vpliv dodatka ekstrakta brina v rafiniranem son¢ni¢nem olju na
tvorbo HCA ter doloc¢iti optimalno koli¢ino dodanega ekstrakta, ki preprecuje tvorbo HCA.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Postavili smo 2 hipotezi:

1) Predvidevamo, da bo dodatek ekstrakta brina v sonéni¢nem olju zmanjSeval
nastajanje HCA v pecenih piScancjih filejih.

2) Predvidevamo, da bomo doloc¢ili primerno koncentracijo brinovega ekstrakta, ki bo
zagotavljal najmanjSo tvorbo HCA, hkrati pa ohranjal senzori¢no sprejemljivost
izdelka.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PISCANCIJE MESO

V poznem devetnajstem stoletju se je razvila sodobna perutninska industrija v Evropi in
Ameriki. Danes je ta ena najpomembnejSih Zivinorejskih panog v svetu. V casu druge
svetovne vojne se je proizvodnja in poraba perutninskih izdelkov bistveno povecala za
razliko od svinjine in govedine. K mo¢nemu napredku perutnine je pripomogla uporaba
novih materialov, sploSen tehnoloSki napredek, genetski inZeniring in selekcija ter
spoznanja in znanja strokovnjakov (FAQ, 2010).

Perutnina vkljucuje vse domace ptice, in sicer: purane, pis¢ance, gosi, race, fazane itd (Hui
in Guerro-Legarreta, 2010).

Trend povecevanja proizvodnje perutninskega mesa na mednarodni ravni se Se vedno
povecuje. Cas, v katerem pis¢anec doseze tezo 2 kg, preden gre v prodajo, se je zmanjsal z
63 dni v letu 1976 na 35 dni v letu 2001 (Ravindran, 2004).

Piscancje meso je v prehrani zelo razsirjeno, ker je bogato z beljakovinami in predstavlja
dober vir esencialnih aminokislin, mineralnih snovi (fosfor in Zelezo) in vitaminov skupine
B. Poleg tega vsebuje relativno malo mascob. Delez nenasi¢enih maScobnih kislin je vecji
od nasic¢enih. Zaradi tega naj bi bilo perutninsko meso bolj zdravo od rde¢ega mesa. To je
tudi vzrok za nara$Canje potros$nje pis¢anéjega mesa. Ostala dejavnika, ki prispevata k
vedji priljubljenosti, sta: nizka cena, ki je posledica nezahtevne reje, ter enostavna priprava
filejev (FAO, 2010).

2.1.1 Mikrostruktura miSi¢nega vlakna (pis¢ancje meso)

Osnovna enota skeletne miSice je miSi¢no vlakno, ki je sestavljeno iz sarkoleme,
sarkoplazme, miofilamentov, miofibrile, jedra in celi¢nih organel (Taylor, 2004).

Misi¢na vlakna predstavljajo 75-92 % celotnega volumna misSic. Preostali delez pripada
vezivnemu tkivu, ekstracelularim tekoc¢inam in Zivénim vlaknom. Razli¢ni avtorji razlicno
Klasificirajo miSi¢na vlakna. Taylor (2004) jih klasificira na naslednji nacin:

e Tip | — majhna, rdeca, pocasi kr¢ljiva in oksidativna. Vlakna so bogata z
mioglobinom, mas¢obo, mitohondriji ter imajo manj$o miozin ATP-azno aktivnost.

e Tip Il A — hitro kr¢ljiva vlakna. Vlakna so bogata z mitohondriji in mioglobinom
ter imajo ve¢jo miozin ATP-azno aktivnost.

e Tip Il B — bela in hitro kr¢ljiva vlakna. Vlakna niso bogata z mitohondriji in
mioglobinom ter imajo ve¢jo miozin ATP-azno aktivnost.

Twt v

misSici. Perutninsko meso je mehkejSe od ostalih klavnih Zivali, ker ga sestavljajo nezna
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miSicna vlakna. MiSi¢na vlakna se povecujejo s starostjo. PiS€anci, gojeni za pridelavo in
proizvodnjo mesa, imajo vecja vlakna od pis¢ancev, gojenih za proizvodnjo jajc (Taylor,
2004).

Kakovost mesa je dolocena s strukturo misic, velikostjo vlaken (vecja velikost vlaken —
slabSe meso) in post mortem spremembami (Sazas-Barber in sod., 2010). Na kakovost
mesa vplivajo tudi Stevilni intrinzi¢ni (notranji) in ekstrinzicni (zunanji) dejavniki, in sicer:
miSi¢na predispozicija, stresna obcutljivost, ravnanje z zivalmi pred zakolom, tehnologija
zakola in pogoji obdelave trupov (Monin, 2004).

2.1.2 Pretvorba miSic v meso

V misicah zivali po zakolu prevladuje anaerobni metabolizem, tvori se mle¢na kislina,
zacnejo se metabolni procesi, ki spreminjajo in vivo lastnosti in povzrocajo postopno
pretvorbo miSic v meso. Proces pretvorbe miSic v meso lahko razdelimo na tri faze, in
sicer: predrigor, rigor mortis oziroma post mortis. Cas pretvorbe je odvisen od ved
dejavnikov, predvsem od vrste zivali in nafina zakola. Glavne spremembe, ki potekajo
med pretvorbo misic v meso, so prikazane na sliki 1 (Sazas-Barber in sod., 2010).
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Misica

<

Zakol zivali

b

Krvni obtok se ustavi

<

Koncentracija kisika se zmanjsa

<

Zmanjsa se redoks-potencial do -50mV

<

Celiéno dihanje se ustavi

v

Glikoliza
Produkcija mlecne kisline Tvorba ATP
Znizanje pH (5,6) Degradacija ATP
Sprememba proteinov Formiranje aktomiozina
‘ Svetlejsa barva ‘ Vezanje vode } ‘ RIGOR MORTIS ’

v

‘ Trda struktura mesa ’

Slika 1: Glavne spremembe, Ki potekajo med pretvorbo misSic v meso (Sazas-Barber in
sod., 2010).
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Ob zakolu Zivali se krvni obtok ustavi, kisik in energetsko bogate spojine (glukoza) se ne
transportirajo do celice. Poleg tega metabolni produkti, ki so glavni razlog za intenzivne
kemijske in fizikalne spremembe, ki povzrocajo pretvorbo miSic v meso, niso odstranjeni.
Celicna struktura in zivéne celice zacnejo razpadati oziroma prenehajo delovati 15-30 min
od zakola Zivali. Cas cepljenja triglicerolnih molekul v ma$¢obno kislino, ki se dogaja v
mascobnih celicah, je zelo pocasen. Po post mortem se proste masc¢obne kisline ne morejo
uporabljati za proizvodnjo visoko energetskih molekul (ATP), ker ogljikove enote (-CH2-
CH2-), potrebne za proizvodnjo acetil-CoA (CH3-CO-S-CoA), potrebujejo kisik, ki ni ve¢
na voljo. Zaradi tega mascobe ostanejo v mesu relativno nespremenjene.

Pred rigor: Prva posledica zakola je prekinitev transporta kisika in krvi v miSice, zato
zacne prevladovati anaerobni metabolizem. V teh procesih je delez kisika v miSicah
prenizek za vzdrzevanje oksidativnih fosforilacij ADP v ATP. Edini vir ATP je glikogen,
ki predstavlja glavni vir energije potreben za kréenje in spros¢anje misic, za membranski
transport za metabolne procese itd. Glikogen se preko fosfohidroliticne poti pretvori v
dekstrin, maltozo in glukozo. Glukoza se nato pretvori v mle¢no kislino.

Rigor mortis: V Casu smrti je miSica mehka, v nekaj urah po smrti pa postane neraztegljiva
in relativno trda struktura, poznana kot rigor mortis. MiSica je trda zaradi pomanjkanja vira
energije. Po porabi ATP se fibularna struktura miSic spreminja s tvorbo trojne vezi ez vsa
vlakna. Z nastankom kriZnih povezav postane meso trdo. Biokemijske procese, ki potekajo
do zacetka rigor motrisa, lahko razdelimo na naslednje faze (Sazas-Barber in sod., 2010):

e Prva faza traja od 1 do 20 ur, odvisno od rezerve glikogena, CP ter temperature
misic. Hidroliza ATP se poveca zaradi padca vrednosti pH. Meso je elasti¢no in
mehko.

e V drugi fazi se elasticnost mesa postopoma zmanjSa (2-3 ure) kot posledica
zniZzanja koncentracije ATP.

e ATP se porabi, pride do mo¢nega zmanjSevanja obseznosti misic.

Na rigor mortis vplivajo tudi drugi dejavniki, kot so na primer: vrsta zivali, tip miSice,
temperatura, glikogenske rezerve itd. Temperatura in vsebnost glikogena proces
upocasnita. NiZja temperatura pomeni pocasen padec vrednosti pH. Visja vsebnost
glikogena pomeni, da bo minilo ve¢ ¢asa, dokler ne nastopi rigor mortis.

Post mortem: Glikoliza se ustavi zaradi zmanjSanja rezerve glikogena ali zaradi zniZanja
vrednosti pH, od 7,2 na 5,3-5,7. Hitrost zmanjSanja vsebnosti glikogena je odvisnha od
vrste Zivali. Pri govejem mesu je zmanjSanje vsebnosti glikogena pocasnejSe v primerjavi s
svinjskim mesom. Vrednost pH se pred zakolom giblje od 7 do 7,3, po zakolu pa se
zmanjSa na 5,5 do 5,4. Na zmanjSanje vrednosti pH vpliva ve¢ dejavnikov, in sicer: vrsta
zivali, tip miSice, temperatura in stres zivali. MiSice, v katerih prevladujejo bela vlakna, se
vrednost pH giblje od 5,5 v pis¢an¢jem mesu in 5,8 v govejem mesu. MiSice, v katerih
prevladujejo rdeca vlakna, se vrednost pH giblje od 6,1 v pis¢an¢jem mesu in 6,3 govejem
mesu. Pri visoki temperaturi pride do takojSnjega zniZanja vrednosti pH. Pri nizkih
temperaturah pa je potrebno vec ¢asa, da se vrednost pH zmanjsa.
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Ob zakolu Zivali potekajo le anaerobni procesi. Anaerobna razgradnja glikogena vodi do
produkcije piruviéne kisline oz. mle¢ne kisline. Takrat pride do tvorbe CO; in vode, Ki
tvorita 36 molekul ATP. Te procese povzrocajo razli¢ne strukturne spremembe, ki vplivajo
na kakovost mesa, strukturo in barvo. Pi§¢anc¢je meso delimo na: temno, ¢vrsto, suho in
normalno, ali na mehko, bledo in vodeno (Sazas-Barber in sod., 2010).

2.2 SESTAVA NAVADNEGA IN N-3 PISCANCJEGA MESA

Mesno tkivo navadnega piSCanca je sestavljeno iz petih primarnih kemijskih sestavin:
vode, beljakovin, mascob, ogljikovih hidratov in anorganskih snovi (pepel ali minerali). V
majhnih koli¢inah meso vsebuje tudi neproteinske dusikove spojine (nukleotide, peptide,
kreatin, kreatin fosfat itd.) in neduSikove spojine (vitamini, organske Kisline itd.) (Keeton
in Eddy, 2004).

Glede na osnovno kemijsko sestavo sta n-3 pis¢ancje meso in navadno meso enaka.
Razlika je v vecji vsebnosti esencialnih MK. Obogatitev Zivil z n-3 MK je mozno s
pomocjo krmljenja zivali na nacin, ki ugodno spremeni MK sestavo zivil Zivalskega
izvora. Meso, obogateno z n-3 veckrat nenasi¢enimi mas¢obnimi kislinami (VNMK), se
uporablja v prehrani ljudi, in sicer kot Zivilo s funkcionalnimi lastnostmi. Uporaba n-3
mascobnih kislin zmanjSuje tveganje za razvoj bolezni srca in ozilja, zavira nastanek raka
dojke in prostate ter je potrebna za normalno delovanje mozganov. V prihodnosti se
pri¢akuje povecana potroSnja piSéanéjega mesa, obogatenega z n-3 MK, zaradi nizke cene
(Azcona in sod., 2008).

2.2.1 Voda

Voda predstavlja eno najpomembnejSih komponent v mesu. Pis¢ancje meso vsebuje okrog
75 % vode, ki predstavlja medij za transport hranilnih snovi, celicnih metabolitov in
hormonov. Je tudi pomemben medij za kemijske reakcije in metabolne procese. Voda v
mesu se nahaja v treh razli¢nih stanjih, in sicer: vezana na proteine, imobilizirana (vezana
na proteine in ione) in prosta, ki se nahaja med celicami (Christine in sod., 2006).

2.2.2 Ogljikovi hidrati

Glavna spojina ogljikovih hidratov je glikogen in predstavlja 1-1,3 % celotne miSi¢ne
mase. Glikogen predstavlja rezervo, ki je v miSicah zelo pomembna pri sproS€anju in
kréenju misic ter pri oksidativni fosforilaciji (Christine in sod., 2006).

2.2.3 Beljakovine

DelezZ beljakovin v miSicah je 16-22 %. Predstavljajo drugo najbolj zastopano sestavino,
takoj za vodo. Beljakovine se delijo na: vezivno tkivne, miofibrilarne in sarkoplazemske.
V najve¢jem delezu so prisotne miofibrilarne beljakovine (50-60 %), ki so odgovorne za
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procese, kot so sproscanje in kré¢enje misic. Sledijo sarkoplazemske beljakovine oziroma
mioglobin in hemoglobin ter encimi, ki sodelujejo pri miSi¢nem metabolizmu (Keeton in
Eddy, 2004; Christine in sod., 2006).

2.3 PREKURZORJI HCA V PISCANCJEM MESU

Razli¢ni tipi heterociklicnih aromatskih aminov nastanejo med procesom Streckerjeve
razgradnje in Maillardove reakcije. HCA so mutageni, v mesu jih najdemo v zelo majhnih
koli¢inah (ng/g). Na nastanek razliénih vrst HCA vpliva prisotnost vodotopnih snovi v
mesu, ki jih imenujemo prekurzorji. Glavni prekurzorji HCA so: kreatin ali/in kreatinin,
proste aminokisline in ogljikovi hidrati (glukoza). Nekatere Studije so pokazale, da
prisotnost sladkorja oziroma glukoze ni obvezna za tvorbo HCA (Kizil in sod., 2011).

2.3.1 Kreatin/kreatinin

Kreatin je neesencialna sestavina in ima pomembno vlogo pri zagotavljanju energije za
kréenje misic. Clovek lahko sintetizira kreatin/kreatinin v jetrih, ledvicah in pankreasu iz
aminokislin (agrinin, metonin in glicin), ali pa z zauzitvijo hrane Zivalskega izvora, ki je
bogata s kreatinom/kreatininom.

Za piscancje meso je znaCilna visoka vsebnost kreatina, ki lahko med toplotno obdelavo
reagira s prostimi aminokislinami in sladkorjem ter se pretvori v kreatinin. VV procesu
Maillardove reakcije in Streckerjeve razgradnje od kreatinina nastanejo imidazopiridini,
imidazokinolini in imidazokinoksalini (Jaegestad in Skog, 2005).

Pretvorba kreatina v kreatinin je odvisna od temperature in vrednosti pH (viSja temperatura
kuhanja in niZja vrednost pH vodi do zmanjSanja kreatina in poveéanja kreatinina). Kreatin
in Kkreatinin sta odgovorna za mutagenosti mesa. Kreatinin je prekurzor AIlA
(aminoimidazo-azaarenov), kar pomeni, da obogatitev mesa s kreatinom/kreatininom
povecuje mutagene AIA (Kizil in sod., 2011).

2.3.2 Proste aminokisline

Proste aminokisline so biolosko pomembne organske spojine, ki vsebujejo amino in
karboksilno skupino ter stranske verige. V ve¢jih koli¢inah lahko nastanejo s pretvorbo
miSic v meso. V tem biokemijskem procesu sodelujejo miSi¢ni encimi, ki vplivajo na
aromo in okus mesa ter so vkljuceni v reakcijo tvorbe HCA (Honikel, 2014).

V pis¢an¢jem mesu je tvorba HCA najvecja, ker vsebuje ve¢ kot 40 % esencialnih
aminokislin (Aristoy in Toldra, 1998). Pri visjih temperaturah toplotne obdelave se
vsebnost aminokislin zmanjsa (Wilkinson in sod., 2014).
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2.3.3 Ogljikovi hidrati

Ogljikovi hidrati predstavljajo najpomembnejsi vir energije in delujejo kot sladila, geli in
stabilizatorji. So tudi predhodniki HCA in arome mesa. Lahko jih razdelimo na
monosaharide, oligosaharide in polisaharide. V mesu se lahko v ve¢jih koli¢inah nahajajo v
obliki D-glukoze, D-fruktoze in D-riboze, v manjsi koli¢ini pa v obliki D-manoze.
Maillardova reakcija, ki poteka med aminokislino in reducirajo¢im sladkorjem, prispeva k
aromi mesa in predstavlja glavno pot za nastanek intermediatov, ki so odgovorni za tvorbo
HCA (Keeton in Eddy, 2004).

2.4 HCA

Heterocikli¢ni aromatski amini so bili prvi¢ odkriti v mesu leta 1977. Z Amesovim testom

so dolocili mutagene aktivnosti povrSinske skorje govedine in rib, pecenih nad ogljem
(Skog in sod., 1998).

HCA predstavljajo kancerogene in mutagene spojine v mesu, ki je bilo izpostavljeno visoki
temperaturi toplotne obdelave (temperature vecje od 150 °C) ali nizki temperaturi in
daljsim ¢asom toplotne obdelave (Murkovic, 2004). Poleg temperature na tvorbo HCA
mocno vplivajo tudi €as in nacin toplotne obdelave, vrsta mesa, prekurzorji HCA in okolje
(Rahman in sod., 2014). Raziskave o kancerogenosti HCA segajo v leto 1939, ko je
Svedski znanstvenik izoliral kancerogene snovi ocvrtega konjskega mesa.

Danes je izoliranih ve¢ kot 25 HCA. Dokazano je, da so vsi HCA spojine z visokim
mutagenim in kancerogenim potencialom. Poleg tega imajo sposobnost, da povzrocajo
poskodbe DNA molekul (Vangnai in sod., 2014). HCA so skupina 20 razli¢nih kemijskih
spojin, sestavljenih iz heterocikli¢nih obrocev. Vsebujejo dusSikove spojine, imenovane
amini. Kemijska imena, ki se uporabljajo, niso v skladu z najnovejsimi IUPAC pravili. Se
vedno so v rabi mednarodne kratice.

HCA lahko razdelimo v dve skupini, in sicer (Murkovic, 2004):

e polarni (aminoimidazo-azaareni (AlA)) ali 1Q tipi, ki se tvorijo med kreatin/inom,
ogljikovi hidrati ter prostimi aminokislinami.

e nepolarni ali ne-1Q tipi oziroma porolizini ali aminokarbonili, ki nastanejo s
termi¢nim razpadom aminokislin pri temperaturi visji od 300 °C.

Razdelitev HCA, strukture in imena so prikazani v preglednici 1.

Danes ima meso pomembno vlogo v prehrani ¢loveka, Se posebej pisc¢ancje meso, ki je
bogato z beljakovinami, z zelezom, cinkom ter vitamini skupine B. Te sestavine moc¢no
vplivajo na tvorbo vecjih koli¢in HCA v primerjavi z govejim in svinjskim mesom. Visoke
vsebnosti mascob in vode v svinjskem mesu vplivajo na zmanjSano tvorbo vecjih
koncentracij HCA.
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V Studiji, ki govori o tvorbi HCA, se je izkazalo, da se PhIP (2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b]piridin) lazje tvori pri pis¢an¢jem mesu kot pri govejem, svinjskem ali
pri ribah. Po drugi strani pa je koncentracija MelQx (2-amino-3,8dimetilimidazo[4,5-
flkinoksalin) nizja v pis€an¢jem mesu kot v govejem oziroma svinjskem mesu
(Keskekoglu in Uren, 2014). Obicajno je koncentracija HCA izrazena z vrednostjo ppb.
Danes veliko Studij govori o koli¢inah HCA/dan, ki lahko povzroc€ijo raka, na primer, ¢e
Clovek zauzije 41,4 ng HCA/dan, lahko pride do nastanka raka (Rahman in sod., 2014).
Anderson in sod. (2002) so pokazali, da je tveganje za nastanek raka vecje pri uzivanju
toplotno obdelanega mesa v primerjavi s sadjem in zelenjavo. Agencija za raziskavo raka
IARC (1993) poroca, da meso, ki vsebuje HCA, povzroc¢a raka pri ljudeh in zivalih, in
sicer: rak debelega Crevesa, prostate, plju¢, koze, prsi, jeter in prebavnega trakta. MelQ,
MelQx, PhIP in 1Q so dokazano rakotvorne spojine.

HCA nastanejo pri uporabi klasi¢nih postopkov toplotne obdelave mesa, pojavljajo se v
razli¢nih koncentracijah ter negativno vplivajo na zdravje ljudi. Povzamemo lahko, da so
za odkrivanje HCA potrebne sodobne tehnike (GC, LC, HPLC ter MS) (Murkovic, 2004;
Barcelo-Barrachina in sod., 2004).
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11

Preglednica 1: Kratice, imena in formule HCA (Murkovic, 2004).

Kratica
HCA Ime HCA Formula
Kinolilni (polarni)
NH,
N:<
0] 2-amino-3metilimidazo[4,5-f]kinolin [\/@N\C%
N/ R
NH,
N%
MelQ 2-amino3,4dimetilimidazo[4,5f]kinolin (ﬁN\CHg
\N CH,4
Kinoksalini (polarni)
NH,,
N:<
1Qx 2-amino-3metilimidazo[4,5-f]kinoksalin R;[/N N N\CH3
NN
R N R
NH,
N:<
MelQx 2-amino-3,8dimetilimidazo[4,5f]kinoksalin H;C /N N\CH3
\[\
N
N3
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5 N;<
. -amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5- N
DiMelQx flkinoksalin HSC\[N\ N eH
N/ CH,
NH,
4 N%
' 4-hidroksimetil-2-amino-3,8,4dimetilimidazol N
CH,0OH- L HiC N ~CH,
MelOx [4,5f] kinoksalin \[/
N
N CH,4

Se nadaljuje ...
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Nadaljevanje preglednice 1: Kratice, imena in formule HCA (Murkovic, 2004).

Kratica
HCA Ime HCA Formula
Piridini (nepolarni)
T
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-
PhiP b]piridin = | N "
/>— 2
NS
N N
H5C
T AN
2-amino-1,5-4dimetilimidazo[4,5- | NH
DMIP S 2
b]piridin N N
N
\CH3
HsC
= N\
2-amino-1,5-6rtimetilimidazo[4,5- | NH
TMIP s 2
b]piridin NN N
H3C N \
CH,
NH,
N—
IEP 2-amino-1,6dimetilfuro[3,2- N—CHj,
e]imidazo[4,5-b] piridin
H,C
CHj,
Piridoimidazoli in idoli (nepolarni)
HsC
=N
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-
Trp-P-1 blindol I\,
N
| CHs
H

Se nadaljuje ...
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Nadaljevanje preglednice 1: Kratice, imena in formule HCA (Murkovic, 2004).

Kratica
HCA Ime HCA Formula
H,C
—=N
Trp-P-2 3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol / \ /NH,
N
|
H
—
NH
AaC 2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol / \ N/ 2
N
l
H
CH3
—
MeAaC | 2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol 7\ a
N
|
H
NH,
— N\
2-amino-6-metildipirido[1,2-a:3',2'- N
Glu-p-1 dlimidazol N Y
NN
N
H3C
NH,
— N\
Glu-P-2 2-aminodipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol N \ /
\ A
N

2.4.1 Polarni HCA

Polarni HCA ali 1Q tipi (aminoimidazo-azaareni (AlA)) so produkti, ki nastanejo pri
reakciji med prostimi aminokislinami in keratinom. Lahko nastanejo tudi pri daljSem ¢asu
pecenja mesnih izdelkov pri nizkih temperaturah. Pri tvorbi polarnih HCA imata veliko
vlogo Maillardova reakcija in Streckerjeva razgradnja. Metilirani piridin in mirazin sta
prekurzorja omenjenih reakcij. Po drugi strani se kot produkti lahko pojavijo tudi aldehidi.
Pojavijo se kot posledica reakcij pri visoki temperaturi, ki kreatin pretvorijo v imidazo, ki
je del polarnih HCA (Murkovic, 2004). Koncentracijo AIA zmanjSamo, ¢e povecamo
koncentracijo monosaharidov. Ce Zelimo poveéati koncentracijo AIA, povetamo
koncentracijo prostih aminokislin (Murkovic, 2004; Kizil in sod., 2011).
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2.4.2 Nepolarni HCA

Nepolarni HCA ali ne-1Q tipi se pojavijo pri temperaturi, visji od 300 °C. Nepolarni HCA
se lahko pojavijo tudi z denaturacijo proteinov oziroma s segrevanjem aminokislin.
Produkti, ki nastanejo med termi¢nim razpadom, reagirajo s prostimi radikali in tvorijo
heterocikli¢no strukturo. Pri tvorbi nepolarnih HCA ni obvezna prisotnost kreatina oziroma
kreatinina. Aminokarbonili se lahko pojavijo tudi v sredini, saj ne vsebujejo
kreatina/kreatinina, ¢eprav so v modelnih sistemih pokazali, da dodatek kreatina poveca b-
karbonil. Ta ni mutagen, ker na obro¢u nima vezanih aminoskupin, vendar njegova
prisotnost povecuje genotoksi¢nost HCA (Murkovic, 2004; Alaejos in Afonso, 2011).

2.5 POSTOPKI TOPLOTNE OBDELAVE PISCANCJEGA MESA IN TVORBA
HETEROCIKLICNIH AROMATSKIH AMINOV

Toplotna obdelava mesa vkljucuje razli¢ne toplotne procese, in sicer: prevodnost, naravna
konvekcija, prisilna konvekcija, sevanje, mikrovalovno sevanje itd. V vsakem primeru je
postopek obdelave razli¢en in je odvisen od temperaturnih razlik med izvorom ogrevanja
in sestavo mesa, ki je lahko zelo spremenljiva. Eden izmed najvecjih problemov pri
natancnem opisovanju toplotnih procesov je vsebnost mascob, ki je prisotna v presnem
mesu ali mesnih izdelkih (Jaegerstad in Skog, 2005).

Pri toplotni obdelavi mesa zmanjSamo Stevilo prisotnin mikroorganizmov, ki lahko
negativno vplivajo na zdravje ljudi. Z njihovim uni¢enjem povecujemo tudi rok
uporabnosti mesa. Toplota povzroc¢i beljakovinsko koagulacijo in aktivacijo encimov in
zazelene spremembe nekaterih senzori¢nih lastnosti (barva, vonj, okus, tekstura itd). V
mesu, ki ga segrevamo pri temperaturi, visji od 150 °C, lahko pride do reakcije med
proteini in zZveplovimi spojinami, kar povzro¢a tvorbo neprijetnega vonja in slabsi okus.
Poleg tega lahko pride do tvorbe mutagenih oziroma kancerogenih spojin (HCA), ki
povzrocajo zmanj$anje senzori¢ne sprejemljivosti mesa (Garcia-Macias, 2010).

Kakovost oziroma hranilna vrednost mesa je odvisha od: razmerja med temperaturo in
casom toplotne obdelave, beljakovin, peptidov, lipidov, bakterij (ki niso unicene s toplotno
obdelavo) ter encimske inaktivacije (se lahko spreminja s toploto).

V casu toplotne obdelave miSice utrpijo razli¢ne fizi€ne spremembe, kot so krcenje,
osvoboditev tekoCin, spremembe barve in zmanjSanje njihove povrSine. IstoCasno se
dogajajo tudi druge kemijske spremembe, ki so natan¢neje opisane v preglednici 2 (Garcia-
Macias, 2010).
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Preglednica 2: Kemijske spremembe v mesu glede na temperaturo toplotne obdelave
(Garcia-Macias, 2010).

Temperatura (°C) Spremembe v mesu

Ni sprememb v kemijsko—koloidnih lastnosti.

20-30 Pojav miozin ATP-azne aktivnosti pri segrevanju pri 30 °C in ve¢.

Spremembe v miofibrilarnih proteinih.

Spremembe v kapacitetah za zadrZevanje vode, trdnosti, topnosti proteinov,
vrednosti pH, SH koncentracije, barve, Ca**,Mg*".

ATP ni vec aktiviran.

30-50

Zmanjsana funkcionalnost miofibrilarnih beljakovin.

50-55 Sprememba barve.

Pri 65 °C povecana agregacija beljakovin.

55-80 Kolagen gelira.

Povecano povezovanje sulfhidrilov.

Osnovne skupine aminokislin se zaénejo povezovati.
Poteka Maillardova reakcija.

Povecana obcutljivost.

Nad 80

Studije govorijo o razli¢nih postopkih toplotne obdelave in prehranjevalnih navadah ljudi,
kar prispeva k povzrocitvi raka preko zauZzitja genotoksi¢nih spojin, kot so: akrilamidi,
heterocikli¢ni amini, nitrozamini, poliaromatski ogljikovodiki itd. (Jaegerstad in Skog,
2005).

Meso lahko pripravimo s Stevilnimi postopki toplotne obdelave. Vsebuje lahko razli¢ne
koli¢ine mutagenih oziroma kancerogenih HCA (ppm). Nekateri postopki so podrobneje
opisani v nadaljevanju (Skog in Solyakov, 2002).

Kuhanje zaradi nizkih temperatur, ki so nizje od 100 °C, ne povzroc¢a nastanka velikih
koli¢in mutagenih oziroma kancerogenih HCA (Skog in sod., 1998). V Studiji Nagao,
(1999) se je izkazalo, da vzorci kuhanega pisCanca vsebujejo Harman ali Norharman.
Harman ali Norharman sta ko-mutageni substanci, ki pove¢ata mutagene aktivnosti drugih
spojin. Rezultat ko-mutagenosti lahko dokazemo s pomoc¢jo Ames testa.

Pri kuhanju z mikrovalovnim sevanjem se toplota generira v izdelek. Temperatura na
povrsini mesa ni visja od temperature v drugih delih izdelka. Raziskovalci so v razli¢nih
vzorcih pisc¢ancjega mesa, ki je bilo obdelano s pomoc¢jo mikrovalovnega sevanja, odkrili
Harman, Norharman, Trp-P-2, Trp-P-22, AaC, MeAaC, vendar pa niso odkrili HCA ( 1Q-
tip ali PhIP). Svetujejo obdelavo mesa z mikrovalovnim sevanjem pred kuhanjem, ki pri
visoki temperaturi zmanjSa nastajanje HCA oziroma MelQx in PhIP (Felton in sod., 1994).

Cvrtje predstavlja nacin obdelave mesa z vro¢o mascobo. Cvrtje proizvaja nizke koli¢ine
HCA, ki so pod 0,5 ng/g. lzkazalo se tudi, da so v pis¢ancjih filejih (temperatura 100-150
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°C), odkrili okoli 10 razlicnih HCA v koncentraciji od 1 ng/g do 3 ng/g (Chiu in sod.,
1998).

S cvrtjem pride do pojava MelQx, ki se giblje od 0-3 ng/g. Nekatere Studije so pokazale,
da so v vzorcih pisc¢angjih in puranjih prsi odkrili vecje koli¢ine MelQx (10,4 ng/g) in PhIP
(20-70 ng/g) (Sinha in Rothman, 1999).

S praZenjem v pecici ne pride do pojava visokih koncentracij HCA, ki so lahko: 3,2 ng/g
za MelQx in 3 ng/g za PhIP. V pis¢an¢jem mesu, ki je bilo pe¢eno 25 min v lonéeni posodi
pri temperaturi 200 °C, sta bila zaznana Harman in Norharman. Prav tako so pri
pis¢anc¢jem mesu, ki je bilo peceno pri temperaturi 275 °C za 30 min, odkrili MelQx (0,5
ng/g) in PhIP (37,5 ng/g pri prsih oziroma 8,0 ng/g pri stegnih) (Richling in sod., 1998).

Pecenje, pecenje na plosci in pe€enje na Zaru — pri teh metodah prihaja do tvorbe HCA v
razli¢nih koncentracijah. V pis¢anc¢jem mesu, ki je bilo tretirano s pecenjem, pecenjem na
plosci ali pecenjem na zaru, se lahko pojavi MelQx (3 ng/g in vec) in PhIP (40 ng/g in
ved). Izjemno visoke koncentracije (100 ng/g) se pojavijo pri toplotni obdelavi pis¢ancjih
prsi, 6 minut nad odprtim plamenom pri zelo visoki temperaturi (Salomon in sod., 1997).

V piscancjih filejih so bile pri razlicnih nacinih toplotne obdelave odkrite mutagene
oziroma kancerogene snovi (HCA). Heterocikli¢ni aromatski amini, kot so: 1Q, IQx,
MelQ, Trp-P-1, Trp-P-2, AaC in MeAaC se nahajajo v mesu, ampak v manjsih koli¢inah
od PhIP. PhIP je prisoten s koncentracijo vec¢jo od 40 ng/g, Harman in Norharman s
koncentracijo okoli 10 ng/g, MelQx s koncentracijo okoli 3 ng/g ter DiMelQx s
koncentracijo okoli 2 ng/g (Skog in sod., 1998; Skog in Solyakov, 2002).

2.5.1 Maillardova reakcija in tvorba HCA

Leta 1912 je na Univerzi v Nancyju v Franciji profesor Louis Millard opazil, da se s
segrevanjem aminokislin v prisotnosti razli¢nih sladkorjev tvorijo razli¢ni vonji in barva se
spremeni v rjavo. Maillardova reakcija se uporablja za opis kemijskih reakcij med
karbonilnimi spojinami in primarnimi ali sekundarnimi aminoskupinami v Zivilih.
Maillardova reakcija predstavlja obliko ne-encimskega porjavenja, ki se zacne pri
temperaturi 80 °C in ve¢, potek je hitrejsi pri temperaturi 140-165 °C. S povecanjem
temperature je karamelizacija bolj izrazena. Produkti Maillardove reakcije so barvne in
hlapne spojine, ki vplivajo na aromo, okus in barvo Zivila (Shahidi in Samaranayaka,
2004).

V prvem koraku Maillardove reakcije se tvorijo a-dikarbonili (preko N-substituiranega
glikozilamina) in Amadorijeve spojine. Pri razgradnji omenjenih spojin nastanejo furfurali,
glikozamini in dekarbonili. Te spojine so zelo pomembni za oblikovanje arome mesa in
lahko reagirajo z amini, aminokislinami in drugimi aldehidi, ki tvorijo O-, N-, S-
heterocikli¢ne produkte (Shahidi in Samaranayaka, 2004).

Na produkte Maillardove reakcije vplivajo: temperatura, ¢as kuhanja, vodna aktivnost,
vsebnost vode, vrednost pH, koncentracija reaktantov ter prekurzorji. Reakcija med
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aminokislinami in a-dikarbonilnimi spojinami je ena najpomembnejSih reakcij, znana tudi
kot Streckerjeva reakcija. Ta vodi do tvorbe aldehidov, poznanih tudi kot Streckerjevi
aldehidi ter vsebuje en ogljikov atom manj v primerjavi z aminokislinami in ogljikovim
dioksidom. Po drugi strani pa dikarbonili izvirajo iz saharidov in se lahko pretvorijo v a-
aminoketone, ki predstavljajo pomembne posrednike pri tvorbi heterocikli¢nih spojin. V
Streckerjevi razgradnji nastanejo tudi Stevilne reaktivne spojine, in sicer: aldehidi,
amonijak, vodikov sulfid itd. (Shahidi in Samaranayaka, 2004).

Maillardova reakcija igra pomembno vlogo pri tvorbi HCA. O tvorbi mutagenih spojin
med Maillardovo reakcijo in Streckerjevo razgradnjo govorijo Stevilne raziskave.
Ugotovljeno je bilo, da:

e 1Q spojine nastanejo kot produkt Streckerjeve razgradnje.

e HCA nastanejo v proteinsko bogatih zivilih kot rezultat Maillardove reakcije.
Predstavljajo produkt reakcije med kreatinom/kreatininom, aminokislinami in
sladkorjem (Kizil in sod., 2011).

e Je prvi korak pri nastajanju MelQx in DiMelQx je odvisen od kinetike Maillardove
reakcije in Streckerjeve razgradnje, ki se zacne s formacijo piridinskih in
pirizinskih prostih radikalov. Za stabilizacijo formacije prostih radikalov, piridinski
in pirizinski produkti za¢nejo reagirati s kreatinom. Segrevanje kreatina 3 ure (2,5-
dimetilpirazin ali 2-metilpiridin in acetaldehid) pri temperaturi 130 °C povzroca
nastanek MelQx in DiMelQx (Skog in sod., 1998).
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Slika 2: Shematski prikaz reakcij neencimskega porjavenja (Hodge, 1953).

2.6 ZMANJSEVANJE TVORBE HCA

Vetina mesa se pred uzivanjem toplotno obdela. Zal se med toplotno obdelavo mesa
tvorijo tudi spojine, ki so Skodljive za zdravje ¢loveka. Take Skodljive spojine so lahko
heterocikli¢ni aromatski amini (HCA). Ugotovili so, da te spojine nastajajo v majhnih
koli¢inah (ng/g), v proteinsko bogati hrani pri normalnih postopkih toplotne obdelave
(cvrenje, prazenje in pecenje). Obstaja tudi vec razliénih moznosti za zmanjSanje tvorbe
HCA pri toplotni obdelavi mesa, in sicer (Rahman in sod., 2014):
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e uporaba niZjih temperatur obdelave,

e izogibanje stika mesnih povrsin s plamenom,

e ftretiranje z mikrovalovi pred toplotno obdelavo,
e zmanjsSanje ¢asa kuhanja,

e mariniranje mesa pred cvrtjem,

e pecenje na zaru z uporabo razli€nih za¢imb (rozmarin, timijan, Zajbelj, Cesen,
Skrob, sadni ekstrakti itd.),

e 7z dodajanjem sojinih proteinov in polisaharidov, za povecanje vlaznosti med
toplotno obdelavo,

¢ 7 dodajanjem razli¢nih komponent, ki delujejo kot antioksidanti.

Kot antioksidant se Steje vse, kar prispeva k zmanjSanju HCA v mesu, ki je bilo obdelano
pri visoki temperaturi. Veliko znanstvenikov je uporabilo naravne antioksidante in

ugotovilo, da lahko ti antioksidanti igrajo pomembno vlogo pri zmanjSevanju koli¢ine
HCA (Rahman in sod., 2014).

2.6.1 Naravni antioksidanti

Danes obstajajo razli¢ne $tudije, ki govorijo o zmanjsevanju HCA, v povezavi z uporabo
naravnih antioksidantov. Na podlagi Studije lahko trdimo, da ekstrakti, ki vsebujejo
polifenolne antioksidante, zmanjSajo nastajanje HCA. Razlog je lovljenje prostih radikalov
(Hasjaraca in sod., 2014).

Oguri in sod. (1998) so dokazali, da med 20 razli¢nimi vrstami antioksidantov zeleni ¢aj,
ki je bogat s polifenolnimi spojinami, kot sta katehin in epigalokatehin, zavira nastanek
MelQx od 21 % do 35 %. Weisburger in sod. (1994) so prav tako proucevali uéinek
zelenega in ¢rnega Caja na zmanjSanje nastanka MelQx in PhiP.

Monti in sod. (2001) so v svoji raziskavi kot antioksidant uporabili le zeleni ¢aj zmeSan z
olivnim oljem in ugotovili, da so rezultati boljSi. Poudarili so, da ima olivno olje
sposobnost za eliminacijo HCA (1Q tip) iz mesnih izdelkov.

Rounds in sod. (2013) so v raziskavi uporabili izvlecke razli¢nih vrst sadja in zelenjave
(marelice, pomarance, ohrovt, korenje, rumene in rdece paprike ter paradiznik) za
zmanjSevanje HCA. Prisli so do zakljucka, da se je koncentracija IQ zaradi prisotnosti
karotenoidov in ksantofilov v ekstraktih zmanjSala. Karotenoidi v koncentraciji od 1000
ppm zmanjsajo koncentracijo 1Q (MelQx) za 36 %.

Nekateri vitamini delujejo kot antioksidanti (vitamina C in E). Njihova ucinkovitost za
zmanjSevanje HCA je bila raziskana s strani Balogh in sod. (2000). Odkrili so, da se z
dodatkom vitamina E, s koncentracijo 1-10 %, na povrSini goveje pleskavice zmanjSa
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nastajanje HCA za 45-75 %. Na zmanjSanje HCA imajo vpliv tudi sojini beljakovinski
koncentrati. Razlog je prisotnost klorogenske kisline, ki ima antioksidativni uc¢inek.

Balogh in sod. (2000) so v goveje meso dodajali razlicne koncentracije rozmarina pred
cvrtjem in opazovali zmanjSanje vsebnosti HCA. Oz in Kaya (2011) sta porocala, da tudi
rdeca paprika deluje kot antioksidant in pomaga pri eliminaciji HCA, ki se tvorijo med
toplotno obdelavo pri visoki temperaturi. Puangsombat in sod. (2011) so prikazali
zmanjSevanje HCA. Uporabili so galangal (18,4 % zmanjSanje), korenino ingverja (35,5 %
zmanjsanje) in kurkumo (39,2 % zmanj3anje). Shin in sod. (2002) pravijo, da Cesen, ki ga
dodamo neposredno med toplotno obdelavo mesa, zmanjSa tvorbo HCA za 46-81 %.

Rounds in sod. (2013) so pokazali, da uporaba zacimb in rastlinskih ekstraktov inhibira
rakotvorne HCA ter zavira rast E. coli O157:H7. Pokazali so tudi minimalno koncentracijo
dodatka s sposobnostjo za zmanjSevanje rakotvornih HCA in inhibicijo E. coli O157:H7, ki
za rastlinske ekstrakte in zaCimbe v prahu znaSa 5 %. Z uporabo teh ekstraktov
zmanjSujemo tudi ucinkovitost PhIP in MelQx. 5 % dodatek olj¢nega ekstrakta zmanjSa
MelQx za 79,5 % in PhIP za 84,3 % (Rounds in sod., 2013). Glavna aktivna sestavina
olj¢nega ekstrakta je hidroksitirisol, znan kot mocan antioksidant, in zmanjSa nastanek
HCA. Dodatek jabol¢nega ekstrakta zmanj$a MelQx za 50,9 % in PhIP za 65,2 %.
Dodajanje manjSih koncentracij teh ekstraktov ne vpliva na zmanjSevanje HCA. Po drugi
strani, koncentracije, ve¢je od 3 %, ne vplivajo na senzori¢ne lastnosti izdelka. Pokazalo se
je, da tudi dodatek 3 % cebule v prahu PhIP ucinkovito zmanjsa do 80,7 %, medtem ko
MelQx do 47 %. Ta je bogata z antioksidativnimi spojinami in flavonoidi, ki zavirajo
proste radikale.

Dodatek mlete ¢ebule (2 g) zmanjSa nastanek PhIP do 79 %. Dodajanje ¢ebule v prahu (1
%) poveca vsebnost MelQx za 26,2 % in zmanjSa PhIP za 30,8 %. Rezultati so v nasprotju
s tistimi, Kjer je bila uporabljena 3 % c¢ebula v prahu. Razlog, zakaj se rezultati med seboj
razlikujejo, je v prostih radikalih, kot sta piridin in pirazin, ki sta zelo pomembna za tvorbo
MelQx, ampak ne dovolj za njegovo zmanjSanje. Antioksidativno delovanje eteri¢nega olja
na nastanek MelQx nima vpliva. Dodatek 0,3 % eteri¢nega olja je povecal koncentracijo
MelQx za 19,7 %, dodatek 0,5 % pa za 61,5 %. Po drugi strani pa se je koncentracija PhiP,
pri dodatku 0,3 % eteri¢nega olja, zmanjsala za 21,9 %, pri 0,5 % etericnem olju pa
povecala za 23,1 % (Rounds in sod., 2013).

Stevilne $tudije kaZejo pozitiven uginek polifenolnih snovi na zmanj$anje tvorbe HCA v
modelnih sistemih za razlicne mesne izdelke, in sicer:

e Persson in sod. (2003) so pokazali, da ima cvrtje burgerjev v deviSkem olj¢nem olju
ve¢ji uCinek na zmanjSanje tvorbe HCA v primerjavi s cvrtjem burgerjev v
rafiniranem olj¢nem olju. Razlog je vsebnost fenolnih spojin.

e Monti in sod. (2001) so pokazali, da sveze olj¢no olje, ki vsebuje vec¢ fenolnih
spojin, v vecji meri zavira nastanek HCA v primerjavi z leto dni starim olj¢nim
oljem.

e Smith in sod. (2008) so odkrili, da goveje meso, marinirano s komercialno
marinado, zmanjSa tvorbo HCA za 88 %.
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e Viegas in sod. (2012) so dokazali, da marinade, bogate z antioksidanti, mocno
zavirajo nastanek HCA v ocvrti govedini.

V Studiji (Murkovic, 2004) so meso marinirali z gozdnimi sadeZi in roZzmarinovim
ekstraktom, ki so jih nato dispergirali v emulzijo vode in son¢ni¢nega olja. Cilj Studije je
bil preveriti sposobnost antioksidantov pri nastanku HCA v mesu. Prisli so do zakljucka,
da vse fenolne kisline povecajo nastanek PhIP.

Na osnovi modelne Studije lahko zaklju¢imo, da marinade z rozmarinom in/ali gozdnimi
sadeZi poleg antioksidantov vsebujejo tudi druge sestavine, kot sta pentoza in heksoza, ki
lahko zavirajo nastanek HCA. To je tudi razlog, zakaj v govejih pleskavicah najdemo
majhne koncentracije PhIP, kljub temu da v vzorcih nimamo rastlinskih izvleckov. Z
neposrednim dodajanjem rozmarinovega ekstrakta zmanjSamo nastajanje HCA v govejem
mesu za 69 %. Jabol¢ni ekstrakt ima najvecji vpliv na zmanjSanje MelQx, 4,8-DiMelQx in
PhIP, in sicer do 70 %. V modelnem sistemu, kjer je uporabljen jabol¢ni ekstrakt, so bili
proantocianidi opredeljeni kot glavni aktivni inhibitor HCA. V vzorcih tretirani z
zaCimbami se je vsebnost HCA zmanjSala za <60 %. Dodatek za¢imb lahko vpliva na
senzori¢ne lastnosti mesa, kar lahko predstavlja problem pri prodaji. Zaklju¢imo lahko, da
je primerna koli¢ina rozmarinovega ekstrakta <1 g na 100 g olja (Murkovic, 2004).

2.6.1.1 Brin

Brin (Junipers communis L.) je igli¢asti zimzeleni grm in predstavlja eno izmed najbolj
cenjenih rastlin, ki je bogata z biolosko aktivnimi sestavinami. Rod Juniperus spada v
druzino Cupressaceae, ki obsega okoli 70 razli¢nih vrst. Morfoloske znacilnosti se
razlikujejo glede na vrsto. Brin ima tanko, rjavo in vlaknasto lubje, ki se lus¢i na tanke
trakove. Veje se Sirijo ali nara$¢ajo. Ko je mlad, so veje rumenkaste ali zelene, porjavijo in
strdijo pa se s starostjo. Listi so enostavni in trdi ter razporejeni v obliki vencev. Barva
listov je zelena. Plodovi so okrogle ali jajcaste oblike z velikostjo 6-13 mm. Ti imajo
rdeCo barvo na zacetku, z zorenjem pa postanejo modro-¢rne. Zorijo priblizno 2-3 leta.
Brin lahko preZivi pri nizkih temperaturah, ampak lahko zaradi poznih zmrzali pride do
poskodbe ploda. Zahteva suho ali vlazno zemljo, raste lahko tudi na razli¢nih tipih zemlje.
Glede razsirjenosti brinove jagode rastejo po celi Evropi, Severni Afriki, Severni Ameriki,
zahodni Aziji in na Japonskem. Brin se zbira jeseni, nato se pocasi Susi v senci, s ¢imer Se
izognemo izgubi olja. V ¢loveski prehrani se brin uporablja za aromatiziranje zivil (kislo
zelje, pastete itd.), aromatiziranje pijac (Caj, gin), kot kavni nadomestek, za izdelavo
eteri¢nih olj itd. (Lander, 2015). V skandinavski kuhinji se uporablja tudi kot za¢imba, ki
daje oster okus mesnim jedem (Garcia-Macias, 2010). Brin vsebuje Stevilne aromati¢ne
hlapne komponente (Lander, 2015).

Miceli in sod. (2011) so opravili HPLC-DAD analizo brinovega ekstrakta (Juniperus
drupacea) v metanolu. Cilj te raziskave je bil karakterizacija fenolnega profila ekstrakta.
Ugotovili so, da 1 g brinovega ekstrakta (Juniperus drupacea) vsebuje 48,6+0,99 mg
fenolnih spojin, izrazenih v obliki galne kisline.
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Fenolne spojine delujejo kot antioksidanti, lovijo proste radikale, upocasnijo oksidacijske
reakcije ali inhibirajo peroksidacijske lipide. ldentificirane spojine v ekstraktu brina na
osnovi kemijske strukture so prikazane v preglednici 3 (Miceli in sod., 2011).

Preglednica 3: Identificirane fenolne spojine v ekstraktu brina (Miceli in sod., 2011).

pa/g ekstrakt
vrhovi spojine Amax (NmM) [M-H]* (srednja vrednost

+ % KV)
1 galna kislina 220,270 169,0137 1016+1,66
2 protokatehuli¢nakislina 218,258,293 153,0188 1097+0,14
3 tirizol 223 276 137,0602 1324+0,64
4 7-hidroksikumarnakislina 205,317 161,0239 433+£3,05
5 klorogena kislina 218,300,324 353,0873 703+1,68
6 rutin 276,352 609,1456 208+2,18
7 katehin 205,278 289,0712 181+1,70
8 hipolaetin-7-pentozid 202,267,344 433,0771 311+0,54
9 kupresoflavon 232,273,334 537,0822 82+5,20
10 amentoflavon 230,270,337 537,0822 927+0,35
11 biflavoni 230,270,337 537,0822 194+4,65
12 metil-biflavon 232,370,334 551,0978 114+0,79

Amax (NM): vrhovi absorbance v nanometrih, [M-H]™: identificirani ioni, % KV: koeficient variacije.

2.6.2 Sinteti¢ni antioksidanti

Danes imamo na voljo veliko sinteti¢nih antioksidantov, ki so moc¢ni zaviralci nastanka
HCA. Ugotovili so, da butiliran hidroksianizol (BHA), butiliran hidroksitoluen (BHT),
propil galat (PG) in butiliran hidrokinon (TBHQ) zmanj3ajo tvorbo HCA. BHT, TBHQ in
PG mocni preprecevalci nastajanja HCA oziroma MelQx.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL IN NACRT DELA

V okviru eksperimentalnega dela naloge smo dolocili: vsebnost fenolnih spojin v brinovih
ekstraktih z metodo Folin-Ciocalteu, vpliv dodatka ekstrakta brina v rafiniranem
son¢ni¢nem olju na tvorbo HCA v toplotno obdelanih mini pis¢ancjih filejih (navadni in z
vecéjo vsebnostjo n-3 mascobnih kislin) ter najucinkovitej$o koli¢ino dodatka ekstrakta.

Ekstrakti brina, uporabljeni v poskusu, so bili predhodno pripravljeni iz brinovih jagod
(Maestro, BIH, letnik 2003). Nacin priprave je prikazan na sliki 3.

brinove
jagode

Y

mletje ‘

Y

zatehta ‘

‘ 18 g + dodatek 250 ml olje Cerkin-Vital

Y

ultrazvoéna kopel
(60 min)

Y

filtracija ‘

Y

‘ brinov ekstrakt (BR) ’

Y

100 ml ekstrakt BR
+

100 ml olje Cerkin-Vital

Y

brinov ekstrakt BR (1:1)

Y

50 ml ekstrakt BR
+

100 ml olje Cerkin-Vital

\ 4
brinov ekstrakt BR (1:2)

Y Y

skladis¢enje pri sobni temperaturi T=(25 £+ 2) °C

Slika 3: Shematski prikaz postopka priprave brinovih ekstraktov.
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Glavni ekstrakt brinovih jagod smo pripravili tako, da smo v ¢aso natehtali 18 g vzorca
(zdrobljenih iglic brina (Maestro)) in dodali 250 ml olja Cekin — Vital. Sledila je
ultrazvoc¢na kopel (3510 Branson) za 60 minut. Raztopino smo nato prefiltrirali in vsebino
prelili v 250 ml merilne bucke ter dopolnili z oljem Cekin-Vital do oznake. Iz tako
pripravljenega glavnega ekstrakta (BR) smo pripravili Se dva delovna ekstrakta z
razli¢nimi koncentracijami. Za ekstrakt brinovih jagod v razmerju 1:1 smo zmeSali 100 ml
ekstrakta BR in 100 ml son¢ni¢nega olja Cekin-Vital. Za ekstrakt brinovih jagod v
razmerju 1:2 pa smo uporabili 50 ml ekstrakta BR in 100 ml son¢ni¢nega olja Cekin—Vital.

V poskusu smo uporabili miSice (m. pectoralis superficialis) navadnega in n-3 piséanc¢jega
fileja. Mini piScancje fileje smo tretirali z brinovimi ekstrakti (3 razlicne koncentracije),
pripravljenimi v rafiniranem son¢ni¢nem olju. Uporabili smo olje Cekin—Vital (Gea d.d.,
Slovenska Bistrica). Gre za jedilno son¢ni¢no olje z visoko vsebnostjo oleinske Kisline.
Primerno je za dusenje, pecenje, cvrtje in pripravo hladnih jedi. Za vsako koncentracijo
brinovega ekstrakta smo v polietilensko vrecko zapakirali 12 kosov mini filejev navadnega
in n-3 piscancjega mesa ter dodali 50 ml posameznega delovnega ekstrakta. Shema
priprave vzorcev je prikazana na sliki 4. Tako pripravljene in stehtane fileje smo hranili v
hladilniku pri 4 °C.

marinada brinovega marinada brinovega
ekstrakta BR ekstrakta BR ¢

L 2
F 3

marinada brinovega marinada brinovega
ckstrakta BR (1:1) ckstrakta BR (1:1) N

navaden piScangji mariniranje n-3 pis¢ancji
mini file - —_— mini file

marinada brinovega marinada brinovega
ekstrakta BR (1:2) ekstrakta BR (1:2) ]

A4
A

A J
»

kontrolna marinada kontrolna marinada
(olje Cerkin-Vital) (olje Cerkin-Vital)

A 4
A

Y

pakiranje
(MAP in vakum)

skladis¢enje pri temperaturi T=(4 £ 1) °C

Slika 4: Shematski prikaz postopka mariniranja pis¢ancjih filejev.
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3.2 METODE DELA

Eksperimentalni del naloge je potekal v dveh delih, pri ¢emer smo dolo¢ili skupne fenolne
spojine v brinovih ekstraktih z metodo Folin-Ciocalteu in HCA v mariniranih pis¢ancjih
mini filejih (navadni in tiste z ve¢jo vsebnostjo VNMK). Na sliki 5 je prikazana celotna
shema eksperimenta.

L obicajen pistandji | | n-3 piscandji
brineve jagade mini file | | minifile
Y YvY
ekstrakeija marinada z dodanim
ekstraktom
‘ ckstrakti toplotna obdelava:
1. . Zar pri temperaturi
(BR, BR (1:1), BR (1:2) g
skupne fenolne .
spojine (Folin-Ciucalteu) mletje
pakiranje
(MAP, vakuum)

'

skladiscenje pri temperaturi
T=-30°C

v

‘ HCA ‘

HPLC

Slika 5: Shematski prikaz celotnega poteka eksperimenta.

3.2.1 Toplotna obdelava piscandjih filejev

Pis¢ancje fileje smo toplotno obdelali na dvoplo$¢nem Zaru pri temperaturi 240 °C oziroma
do sredis¢ne temperature 84 °C (vbodni termometer Testo 0554 1765 USB-Interface,
Nemcija). Fileje smo nato zmleli na volku (Retsch GM, 200, Slovenija), potem pa
zapakirali v polietilenske vrecke. Nato smo fileje zamrznili pri -30 °C in jih shranili do
nadaljnjih analiz.

3.2.2 lIzracun izgube mase med pecenjem

Pis¢ancje fileje smo pred in po toplotni obdelavi stehtali (tehtnica Soehle, Nemcija) ter iz
razlik izraCunali izgube mas med peCenjem. Na ta nacin smo ugotovili, kaksen vpliv ima
dodatek rastlinskih ekstraktov na izgubo mase.
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3.2.3 Dolocanje skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-Ciocalteu

Princip:

Folin-Ciocalteu je spektrofotometri¢na metoda, ki temelji na oksidaciji fenolnih spojin v
alkalnem mediju, ki s FC reagentom, ki vsebuje volframat in molibdat, daje modro obarvan
kompleks. Obarvanemu produktu izmerimo absorbanco (Singleton in sod., 1999).

3.2.3.1 Umeritvena krivulja za dolo¢anje vsebnosti skupnih fenolnih spojin

Za pripravo umeritvene krivulje smo namesto galne kisline uporabili hesperetin, ki
predstavlja standardno referenéno spojino za dolocanje fenolnih spojin. Hesperetin,
oziroma  5,7-trihidroksi-4-metoksiflavonon  oziroma  5,7-dihidroksi-2(3-hidroksi-4-
metoksifenil) 4-chramanon je biflavonoid. Empiri¢na formula hesperetina je C16H140s,

molekulska masa pa 302,28 g/mol.
OH

CHs,

HO 0]

OH O

Slika 6: Strukturna formula hesperetina.

Izvedba:

.....

pl od posameznih ekstraktov (BR, BR (1:1), BR (1:2)) oziroma kontrole. V vsako epruveto
smo posamezno dolili razli¢ne koli¢ine MeOH (95, 90, 85, 80 ul), hesperetin (5, 10, 15, 20
pl) s koncentracijo 3,5 mg/10 ml MeOH. Na koncu pa smo dolili Se MQ vode, FC reagenta
ter Na,CO3 (20 %) (Preglednica 4).

Preglednica 4: Podatki za pripravo umeritvene krivulje.

koli¢ina MeOH (ul) hesperetin (pl) MQ reagent Folin- | Na,COs
ekstrakt .

(u) eV || v | vode(ul) | Ciocalteu (uf) (1)
BR 100 | 95|90 |85 |80 |5 |10 | 15| 20 1300 300 300
BR(1:1) | 100 |95|90|85|80 |5 |10 |15 | 20 1300 300 300
BR(1:2) | 100 |95|90|85|80 |5 |10 |15 | 20 1300 300 300
kontrola | 100 | 95|90 | 85|80 |5 |10 |15 | 20 1300 300 300

I, I, 1, IV: posamezne paralelke.
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3.2.3.2 Dolocanje skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-Ciocalteu v ekstraktih

Izvedba:

V steklene epruvete s pokrovcki na navoj smo odtehtali 2 g (0,001 g) posameznega
vzorca ekstrakta oziroma olja Cekin-Vital kot kontrolo. Dodali smo 1 ml 80 % MeOH,
premasalina vrtinénem mesalu (240 obratov, 35 minut), nato je sledilo centrifugiranje (15
minut, 1500xg). Po centrifugiranju smo iz vsake epruvete odpipetirali 100 pl zgornje faze,
oziroma 100 pl 80 % MeOH kot slepo probo ter dodali 1300 pul MQ vode, 300 pl 20 %
Na,COs3 in 300 pl Folin-Ciocalteu reagenta. Vsebino smo premeSali, da ni prislo do
nastanka oborine ter pocakali 60 min. Nato smo izmerili absorbanco pri 760 nm proti
slepemu vzorcu. Podatki za pripravo vzorcev so prikazani v preglednici 5. Rezultate smo
izrazili v mg hesperetina na liter ekstrakta ter kot koncentracijo antioksidantov.

Preglednica 5: Podatki za pripravo vzorcev za dolocanje skupnih fenolnih spojin.

ekstrakti koé:lc“ll)na M (?p\ll)o de rces)?:zrll;(eio(lpllrll)- Na,COs (ul)
BR 100 1300 300 300

BR (1:1) 100 1300 300 300

BR (1:2) 100 1300 300 300

kontrola 100 1300 300 300

3.2.4 Dolocanje vsebnosti HCA v pecenih navadnih in n-3 mini pi§¢ancjih filejih

Princip:

Heterocikli¢ne aromatske amine smo ekstrahirali z ekstrakcijo s trdno fazo ter jih dolo¢ili s
HPLC-MS v kombinaciji z masnim spektrometrom. Dobljene kromatograme smo nato
obdelali z ra¢unalnidkim programom Mass Lynx '™ V 4,1 (Micromass. let. 2004).

Izvedba:

Za dolocanje vsebnosti HCA smo uporabili modificirano metodo po Barcelo-Barrachina in
sod., (2004). V 100 ml ¢ase smo odtehtali 3 g (0,001 g) predhodno homogeniziranega
vzorca, dodali 12 ml 1M NaOH (Merck, 1.06498) ter 100 ul internega standarda TriMelQx
(TRC, A630000) v metanolu. Case smo pokrili s parafilmom ter jih &ez no¢ pustili na
magnetnem meSalniku. V homogenat smo dodali 12 g diatomejske zemlje EXtrelut®NT
(Merck, 1.15092) in premesali s stekleno palc¢ko. Stekleno kolono smo napolnili s 70 ml
etilacetata (Sigma-Aldrich, 34858-252), nalozili vzorec in pocasi ekstrahirali. Eluat smo
zbirali v ¢aSo. Sledilo je ¢isenje vzorca z metodo ekstrakcije s trdno fazo (SPE). Uporabili
smo kolone Oasis MCX 60 mg (Waters, 186000253). Ves eluat smo injicirali na kolono, ki
smo jo predhodno kondicionirali z 2 ml metanola (Merck, 1.09060) in uravnotezili z 2 ml
etilacetata (Sigma-Aldrich, 34858-252).Sledilo je spiranje z2 ml 0,1 M raztopine HCI in 2
ml metanola (Merck, 1.06007). Kolono smo posusili v toku zraka. Elucija polarnih in
nepolarnih HCA je potekala z 2 ml meSanice metanol (Merck, 1.06007):25 % raztopine
amonijaka (Merck, 1.05432) v razmerju 19:1 (v/v). Nato smo vzorec do suhega evaporirali
v centrifugi (Genevac, HT-4X Evaporator) ter suh preostanek raztopili v 200 pl metanola
(Merck, 1.09060).
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3.2.4.1 Kromatografski pogoji in pogoji detekcije

Preiskovane komponente oz. heterociklicne aromatske amine smo locili s HPLC sistemom
Agilent Technology 1100, ki je sestavljen iz binarne ¢rpalke (G1312A), vakuumskega
razplinjevalnika (G1379A), termostata kolone (G1316A) in avtomatskega vzor¢evalnika
(G1330B).

Pogoji detekcije:

Nacin kromatografije: RP (reverzna faza)

Kromatografska kolona: Kinetex C18 (2,6 um x 2,1 x 100 mm) (Phenomenex, Torrance,
ZDA, 00F-4439-B0)

Mobilna faza A: 30 mm amonijev formiat (HCOOHNH4; Fluka; pH 3,2)

Mobilna faza B: acetonitril (acn; Merck)

Volumen injiciranja: 1 pl

Temperatura vzorcev: 8 °C

Temperatura kolone: 30 °C

Preglednica 6: Kromatografski pogoji (gradienti mobilne faze) pri doloc¢anju HCA.

¢as (min) mobilna faza A (%) mobilna faza B (%0) pretok (ml/min)
0 95 5 0,500
10 40 60 0,500
11 0 100 0,500
12,1 95 5 0,500
15 95 5 0,500

Posamezni HCA so bili doloceni na podlagi retencijskih ¢asov in m/z HCA standardov
(TRC: Harman, H105000; Norharman, N700000; 1Q, H785000; MelQ, A605200; 1QX,
A616900; MelQx, A606600; 4,8-DiMelQx, A631000; 7,8-DiMelQx, A869500; 4,7,8-
TriMelQx, A630000; PhIP, A617000, AaC, A629002; Glu-P-2, N493810; Trp-P-1,
N493780; Trp-P-2, N493985).
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Preglednica 7: Masni detektor: Micromass Quattro Micro; Waters.

nacin: ESI+
kapilara (kV) 3,50
napetost vhodne lece (V) 40
leca (V) 2
ekstraktor (V) 0,5
temperatura vhodne lece (°C) 120
temperatura razprsilnega N, (°C) 350
pretok N, Cone (I/h) 50
pretok razprsilnega N, (I/h) 450
nacin SIR (ang. Selected lon Recording)

ESI+: elektrorazprsilna ionizacija (ang. Electrosprey lonisation).

Detekcija na masnem spektrometru je potekala v SIR nac¢inu pri pogojih, ki so navedeni v
preglednici 8.

Preglednica 8: Pogoji detekcije na masnem spektrometru v SIR nacinu.

HCA m/z (ESI+) cona (V)
0] 199,20 40
1Qx 200,20 40
MelQx 214,20 40
Glu-P-2 185,20 40
Harman 183,28 40
Norharman 169,26 40
PhIP 255,20 40
TriMelQx 242,26 40

ESI+: elektrorazprsilna ionizacija (ang. Electrosprey lonisation). m/z: razmerje masa/naboj.

Rezultati so bili obdelani s funkcijo Quantify v programu Mass Lynx ™ V 4.1
(Micromass. let. 2004).

3.2.4.2 Statisti¢na analiza

Rezultate, pridobljene iz analiz, smo pripravili in uredili s programom Microsoft Excel
2007. Osnovne statisticne parametre smo izrac¢unali s programom MEANS, s postopkom
UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve (SAS Software, 1999).
Analiza podatkov je bila izvedena s programsko opremo Statistical Analysis System (SAS)
software, version 8.1 (SAS Institute, Cary, NC, ZDA).

Eksperiment za vrednotenje nastanka posameznih in skupnih HCA v pis¢anc¢jih mini filejih
je bil zastavljen kot faktorski poskus 2 x 4 (dva tipa mini pis¢ancjega fileja (navaden, n-3),
4 koncentracije dodanega ekstrakta brina (t. j. kontrola, BR (1:2), BR (1:1), BR). Poskus je
bil opravljen v Sestih ponovitvah. Interakcija tip fileja x koncentracije dodanega ekstrakta
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brina je bila statisticno neznacilna (p> 0,05) in zato izkljuena iz modela. Pricakovane
povprecne vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izracunane z Duncanovim testom
in primerjane pri 5 % tveganju.
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4 REZULTATI

Vrednotili smo vpliv dodatka ekstrakta brina v rafiniranem son¢ni¢nem olju na tvorbo
HCA v toplotno obdelanih pis¢anéjih mini filejih, tako navadnih kot v tistih z veéjo
vsebnostjo n-3 mascobnih kislin in dolocili najuéinkovitejSo koli¢ino dodatka. V
nadaljevanju so prikazani dobljeni rezultati.

4.1 1IZGUBA MASE MED TOPLOTNO OBDELAVO MINI PISCANCIJIH FILEJEV

Pis¢ancje mini fileje smo toplotno obdelali na dvoplo$¢nem Zaru pri temperaturi 240 °C in
jih pekli 4 minute. V ¢asu pecenja se je iz mesa izcejal in izpareval mesni sok, ki je vzrok
za zmanjSanje mase filejev.
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Slika 7: Vpliv dodanih rastlinskih ekstraktov na izgubo mase med toplotno obdelavo
navadnih in n-3 mini pis¢angjih filejev, BR: brinov ekstrakt brez razred¢itve, BR (1:1), BR
(1:2): brinovi ekstrakti z razredcitvijo. Nacin razred¢itve je opisan v poglavju 3.1

Slika 7 prikazuje rezultate vpliva dodanih ekstraktov na izgubo mase med toplotno
obdelavo navadnega in n-3 mini piscancjega fileja. NajmanjSa izguba mase v navadnih
pis¢angjih filejih je bila pri kontrolnih vzorcih, prav tako pri vzorcih obogatenih z veckrat
nenasi¢enimi masc¢obnimi Kislinami (VNMK). Povpre¢na izguba mase pri navadnih
pis¢ancjih mini filejih je 35,834,042 % oziroma 28,874,515 % pri n-3 piscancjih filejih.

Ce primerjamo kontrolne vzorce in vzorce mesa obogatene z n-3 VNMK (slika 7), najvedje
odstopanje v izgubi mase opazimo pri vzorcih mesa tretiranih z BR in BR (1:2). Vendar ¢e
primerjamo kontrolne vzorce in vzorce navadnih pis¢ancev, imamo najvecje odstopanje v
izgubi mase pri vzorcih tretiranih z BR (1:1) in BR (1:2).
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Mariniranje piS¢ancjega mesa z brinovim ekstraktom (ne glede na koncentracijo) vpliva na
vecjo izgubo mase med toplotno obdelavo na dvoplo§¢nem Zaru v primerjavi s pisc¢ancjim
mesom, ki smo ga marinirali le v olju.

4.2 DOLOCANJE SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN Z METODO FOLIN-
CIOCALTEU

Pri dolocanju skupnih fenolnih spojin v ekstraktih BR, BR (1:1) in BR (1:2) z metodo
Folin-Ciocalteu smo ugotovili, da najve¢ skupnih fenolnih spojin, izrazenih kot hesperetin
v mg na liter ekstrakta, vsebuje ekstrakt BR (250 ml olja in 18 g brinovih jagod), in sicer
2,60 mg/l. Sledi ekstrakt BR (1:1), ki vsebuje 1,73 mg/l skupnih fenolnih spojin, kar je 33
% manj kot ekstrakt BR. Na koncu sta ekstrakt BR (1:2) (1,36 mg/l) ter kontrola, ki po
pri¢akovanjih vsebuje najmanj fenolnih spojin v primerjavi z ostalimi ekstrakti. Rezultati
so prikazani v preglednici 9.

Preglednica 9: Rezultati dolo¢anja skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-Ciocalteu v
brinovih ekstraktih, izrazenih kot hesperetin v mg na liter ekstrakta.

ekstrakt Cses (mg/l)
BR 2,60
BR (1:1) 1,73
BR (1:2) 1,36
kontrola 1,29

Csrs (mg/l): koncentracija skupnih fenolnih spojin, izrazena kot koli¢ina hesperetina v mg na liter ekstrakta.

4.2.1 Umeritvena krivulja za dolo¢anje vsebnosti skupnih fenolnih spojin

Na sliki 8 je prikazana umeritvena krivulja za dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin.

S pomocjo dobljene absorbance lahko izraCunamo fenolne spojine v razli¢nih ekstraktih
(BR, BR (1:1), BR (1:2)).
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Slika 8: Umeritvena krivulja za dolo¢anje vsebnosti skupnih fenolnih spojin.

4.3 DOLOCANJE VSEBNOSTI HCA V PECENIH MINI PISCANCJIH FILEJIH

Rezultati doloc¢anja vsebnosti HCA v navadnih mini piséanéjih filejih z dodanimi
brinovimi ekstrakti (BR, BR (1:1) in BR (1:2)) z izraCunanimi osnovnimi statisti¢nimi
parametri so prikazani v preglednici 10. 1z rezultatov je razvidno, da so bili vzorci dokaj
nehomogeni, saj je koeficient variabilnosti 49 %. Vsebnost posameznih HCA se je mo¢no
spreminjal (Glu-P-2 — 165 %, Norharman — 46 %), ne glede na to, da smo uporabili tri
brinove ekstrakte, pripravljene na enak nacin, le z razlicno koncentracijo. Kot smo
pri¢akovali, je uporaba brinovih ekstraktov razli¢no vplivala na tvorbo HCA.

Navadni mini pis¢ancji fileji z dodanimi brinovimi ekstrakti na kg vzorca so v povprecju
vsebovali 25 pg HCA. Med posameznimi HCA je najbolj izstopal PhIP, katerega
povprecna vsebnost je bila 19 pg/kg, ki je bila veliko veéja od drugih HCA. Temu je sledil
IQ z vsebnostjo 1,13 pg/kg, MelQx z 0,885 pg/kg, 1Qx z 0,83 pg/kg, Norharman z 0,769
pg/kg, Harman z 0,733 pg/kg, MelQ z 0,64 pg/kg, Glu-P-2 z 0,221 pg/kg, 4,8-DiMeLQx z
0,141 pg/kg ter 7,8-DiMeLQx z 0,137 pg/kg.
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Preglednica 10: Rezultati dolocanja HCA v navadnih mini piS¢ancjih filejih z dodanim

ekstraktom brina z izraCunanimi osnovnimi statisticnimi parametri (n=36).

vrednost (ug HCA/kg vzorca navadnega pis¢anca)
HCA povprefna | najmanjsa | najve€ja standardni _koe_ficien_t
odklon variabilnosti (%)
MelQ 0,642 0,286 1,473 0,304 47,251
MelQx 0,909 0,405 2,084 0,430 47,251
PhIP 19,019 5,185 52,612 10,124 53,229
Harman 0,741 0,289 1,892 0,346 46,718
Norharman 0,769 0,248 2,031 0,358 46,510
4,8-DiMeLQx 0,142 0,005 0,470 0,130 91,544
7,8-DiMeLQx 0,137 0,000 0,642 0,204 148,848
Glu-P-2 0,221 0,000 1,264 0,364 165,037
1Q 1,134 0,035 2,968 0,604 53,271
1Qx 0,820 0,111 2,368 0,489 59,573
vsota skupnih* HCA 24,535 7,375 63,759 12,133 49,452

n: Stevilo obravnavanj v poskusu.

Rezultati doloc¢anja vsebnosti HCA v n-3 mini piscancjih filejih z dodanimi brinovimi
ekstrakti BR, BR (1:1), BR (1:2) so prikazani v preglednici 12. 1z rezultatov je razvidno,
da so bili vzorci dokaj nehomogeni, podobno kot vzorci navadnega piscanca. Koeficient
variabilnosti je znaSal 158 %. Vsebnost posameznih HCA v poskusu je mo¢no variirala
(4,8-DiMeLQx-248 %, Norharman — 52 %).

n-3 mini pis¢ancji fileji, ki vsebujejo dodatek brinovega ekstrakta brina na kg vzorca, so v
povprecju vsebovali 16 ug HCA. Med posameznimi HCA je najbolj izstopal PhIP,
povpre¢na vsebnost je bila 13,69 pg/kg. Sledil je MelQx z vsebnostjo 0,568 pg/kg,
Harman z 0,559 pg/kg, Norharman z 0,465 pg/kg, MelQ z 0,396 ug/kg, 1Q z vsebnostjo
0,251 pg/kg, 7,8-DiMeLQx z 0,245 pg/kg, 1Qx z 0,195 ug/kg, 4,8-DiMeLQx z 0,039
pg/kg ter Glu-P-2 z 0,026 ug/kg

Primerjava vsebnosti HCA v navadnem pis¢ancjem fileju in fileju obogatenem z n-3
mascobnimi kislinami je pokazala, da se koeficient variabilnosti razlikuje. Poleg ekstrakta
brina so na tvorbo HCA vplivale tudi VNMK. Vsota skupnih HCA je bila ob¢utno manjsa
pri n-3 piscancjem fileju. Med posameznimi HCA je najbolj izstopal PhIP. Na slikah 9-A
in 9-B so prikazane povpreéne vrednosti ug HCA na kg obdelanega pis¢ancjega mesa.
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Preglednica 11: Rezultati doloc¢anja HCA v n-3 mini pi§¢ancjih filejih z dodanimi ekstrakti

brina z izraCunanimi osnovnimi statisti¢nimi parametri (n=36).

vrednost (ug HCA/Kg vzorca n-3 piséanca)
HCA povprecna | najmanjSa | najveéja standardni koefiCienF
odklon variabilnosti %
MelQ 0,396 0,019 0,987 0,220 55,679
MelQx 0,560 0,028 1,396 0,312 55,679
PhIP 13,644 1,238 34,414 8,434 61,811
Harman 0,559 0,108 2,018 0,463 82,810
Norharman 0,464 0,054 1,221 0,242 52,135
4,8-DiMeLQx 0,040 0,000 0,577 0,099 248,391
7,8-DiMeLQx 0,245 0,000 1,014 0,220 89,815
Glu-P-2 0,027 0,000 0,142 0,044 158,613
1Q 0,252 0,000 1,097 0,291 115,283
1Qx 0,195 0,010 1,069 0,191 97,910
Vsota skupnih* HCA 16,383 1,736 38,129 9,300 56,767
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Slika 9: Povpre¢ne vsebnosti posameznih HCA v pg HCA na kg toplotno obdelanega

pisc¢ancjega mesa.
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Slika 10: Povprecne vsebnosti posameznih HCA v ug HCA na kg toplotno obdelanega

piscancjega mesa brez PhIP.

Iz dobljenih rezultatov je bilo razvidno, da je bila tvorba HCA v n-3 pisc¢ancjih filejih v
najmanj$a v kontrolnih vzorcih, desar pa nismo pri¢akovali. Ce primerjamo posamezne
ekstrakte (slika 11), vidimo, da se je kot najbolj uspeSen ekstrakt pri zmanjSevanju tvorbe
HCA med toplotno obdelavo navadnih in n-3 mini pis¢ancjih filejev izkazal ekstrakt BR
(2:2). V vzorcih, ki so bili tretirani z brinovim ekstraktom BR (1:2), se je v povprecju
tvorilo 9 pug HCA/kg mesa, kar je za 35,5 % manj v primerjavi z vzorci, Ki so bili tretirani
z brinovim ekstraktom BR (1:1) (16 pg HCA/ kg mesa). Najmanj uspeSen ekstrakt pri
zmanjSevanju tvorbe HCA med toplotno obdelavo navadnih in n-3 mini pis¢ancjih filejev

je bil ekstrakt BR, kjer se je v povprecju tvorilo 22 ng HCA/kg.
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Slika 11: Vsota vseh HCA, ki so nastali med toplotno obdelavo navadnih in n-3piscancjih
filejev, ki so bili tretirani z razli¢nimi koncentracijami brinovega ekstrakta.
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Ekstrakti BR, BR (1:1) in BR (1:2), dodani v n-3 pis¢an¢jih filejih, so vplivali na
zmanj3anje tvorbe 1Qx, 1Q in Glu-p-2.
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Slika 12:

H Glu-P-2
mIQ
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BR(1:1) BR(1:2) ontrola

ekstrakt

Vpliv dodanih brinovih ekstraktov na tvorbo 1Q, 1Qx in Glu-P-2 v toplotno
obdelanih n-3 piscancjih filejih.

Ekstrakti BR, BR (1:1) in BR (1:2), dodani v navadnih piscancjih filejih, so znacilno
vplivali na zmanjSanje tvorbe 4,8-DiMelQx.
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Slika 13: Vpliv dodanih brinovih ekstraktov na tvorbo 4,8- DiMelQx v toplotno obdelanih

navadnih piscancjih filejih.
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Preglednica 12: Statisti¢na verjetnost vpliva dodanih brinovih ekstraktov na tvorbo
posameznih HCA (ug/kg) v toplotno obdelanih navadnih in n-3mini pis¢angjih filejih.

Ekstrakti
HCA meso BR BR (1:1) BR (1:2) kontrola PvE
MelQ | navad | 0,791 0,652/ 0,453 0,504 0,008(0,243)
MelQ n-3 |0,449% 0,428% 0,31% 0,304% 0,176(0,202)
pe |0,018(0,328)  |0,023(0,223) |0,050 (0,161) |<0,001(0,117)
MelQx | navad | 1,119 0,923 0,642 0,714" 0,008(0,344)
MelQx n-3 |0,636% 0,606 0,439 0,43% 0,176(0,268)
<0,001
pe |0,018(0,464)  |0,023(0,316) |0,050(0,228) (0.166)
PhIP navad | 17,206 22,918 16,515 12,286 0,041(8,737)
PhIP n-3 |19,915% 13,745" 7,272 7,375 <0,001(6,273)
pe  [0,277(5,959)  |0,077 (12,129) ?E?gfgl) 0,004 (3,752)

Harman | navad | 0,76 0,85 0,589 0,555 0,069(0,299)
Harman n-3 |0,854" 0,4974 0,325%° 0,298%° 0,002(0,366)
pe  |0,525(0,355)  |0,108(0,516) |0,003(0,185) |<0,001(0,128)

Norharman | navad | 0,767 0,878 0,641 0,511%° 0,038(0,312)
Norharman | n-3 |0,567% 0,475 0,351%° 0,372% 0,058(0,221)
pe [0,031(0,213)  |0,035(0,437) ?Oof&l) 0,015(0,128)
4.8-iMelQx | navad | 0,128 0,117% 0,188 0,204 0,389(0,145)
4.8-iMelQx | n-3 |0,034% 0,068 0,018% 0,027% 0,525(0,087)
pe |0,046(0,109) | 0,420(0,144) ?oot?é)zl) 0,003(0,130)
7,8-iMelQx | navad | 0,069 0,1917 0,155 0,049° 0,190(0,181)
7,8-iMelQx | n-3 | 0,246 0,292" 0,197 0,177 0,501(0,200)
pe [0,071(0,228)  |0,305(0,235) |0,572(0,168) |0,005(0,101)

Glu-P-2 | navad | 0,504 0,062°° 0,071 (1 <0,001(0,262)
Glu-P-2 n-3 |0,034% 0,031% 0,017 0,077 0,424(0,092)
pe  [0,002(0,333)  |0,520(0,117) |0,242(0,104) |0,125(0,118)
1Q navad | 0,9814% 1,443 0,948 0,562°° 0,012(0,613)
1Q n-3 |0,106% 0,403°" 0,248°" 0,555 0,007(0,314)

pe |<0,001(0,235) |<0,001(0,628) (<00£7051) 0,973(0,580)
1Qx navad | 0,662"° 1,053 0,732 0,632"" 0,088(0,439)
1Qx n-3 |0,135%° 0,25 0,25% 0,432" 0,007(0,206)
pe  |<0,0001(0,169) |<0,001(0,484) |0,003(0,336) |0,111(0,240)

Pwme, statistiCna verjetnost vpliva dodatka ekstrakta; SEM, standardna napaka povprecja; pg, statisticna
verjetnost vpliva obogatitve mesa z n-3 VNMK; vrednosti z razli¢no &rko znotraj vrstice (**°%) se statisti¢no
znacilno razlikujejo (p<0,05; znacilnost razlik med dodatki ekstraktov); vrednosti z razli¢no ¢rko znotraj
stolpca (*®) se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p<0,05; znagilnost razlik med navadnimi in n-3 obogatenimi
piséancjih filejev); BR (1:1), BR (1:2): brinovi ekstrakti z razredgitvijo. Nadin razred¢itve je opisan v
poglavju 3.1
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V preglednici 12 so podani rezultati vpliva dodanih brinovih ekstraktov na tvorbo
posameznih HCA v navadnih in n-3 mini pis¢ancjih filejih. Dodatki brinovih ekstraktov,
kot so BR, BR (1:1) in BR (1:2), statisti¢no visoko znacilno vplivajo na tvorbo Glu-P-2
(p<0,001), statisticno znacilno pa na tvorbo MelQ, MelQx, IQ, PhIP, Norharmana
(p<0,05). Po drugi strani pa na tvorbo Harmana, 4,8-DiMeLQXx, 7,8-DiMeLQx (p>0,05) ne
vplivajo.

Sklepamo lahko, da razlika med dodanimi ekstrakti (p<0,05) znaéilno vpliva na tvorbo
Glu-P-2, MelQ, MelQx, PhIP, 1Q in Norharmana v primerjavi z vplivom na tvorbo
Harmana, 4,8-DiMeLQx, 7,8-DiMeLQx, ki je statisti¢no neznacilen.

Iz rezultatov je razvidno, da ima na zmanjSanje Glu-P-2, MelQ in MelQx najveéji vpliv
ekstrakt BR (1:2), sledita ekstrakta BR (1:1) in BR. Obratno se dogaja pri zmanjSevanju
PhIP, pri katerem ima najvecji vpliv ekstrakt BR (1:2), sledita BR in BR (1:1).

V preglednici 12 so podani tudi rezultati vpliva dodanih brinovih ekstraktov na tvorbo
posameznih HCA v n-3 pis¢angjih filejih. Dodatki brinovih ekstraktov BR, BR (1:1) in BR
(1:2) statisticno visoko znacilno vplivajo na tvorbo PhIP (p<0,001), statisticno znacilno
vplivajo na tvorbo 1Q, 1Qx, Harmana (p<0,05), medtem ko na tvorbo Norharmana, 4,8-
DiMeLQx, 7,8-DiMeLQx, Glu-P-2, MelQ, MelQx (p>0,05) nimajo vpliva.

Zaklju¢imo lahko, da razlika med dodanimi ekstrakti (p<0,05) moc¢no vpliva na tvorbo
PhIP, Harmana, 1Q, 1Qx. Po drugi strani pa razlika med dodanimi ekstrakti (p>0,05)
neznacilno vpliva na tvorbo MelQ, MelQx, Norharmana, 4,8-DiMeLQX, 7,8-DiMeLQx in
Glu-P-2. Na zmanjSanje PhIP in Harmanaima ima najvecji vpliv ekstrakt BR (1:2), sledita
ekstrakta BR (1:1) in BR. Obratno se dogaja pri zmanjSevanju IQ in 1Qx, Kjer ima najve¢ji
vpliv ekstrakt BR, sledita BR (1:1) in BR (1:2).

Ekstrakti BR, BR (1:1) in BR (1:2) razli¢no vplivajo na tvorbo posameznih HCA v
navadnem pisc¢an¢jem fileju oziroma v piscancjem fileju obogatenim z n-3 mas¢obnimi
kislinami. Opazili smo tudi, da na tvorbo HCA, poleg dodanih brinovih ekstraktov, vpliva
tudi son¢ni¢no olje, ki smo ga uporabili za pripravo brinovega ekstrakta.

V preglednici 12 so podani tudi rezultati statisti¢ne verjetnosti vpliva obogatitve mesa z n-
3 VNMK. Vrednosti, podane v stolpcih se razlikujejo med obicajnimi in n-3 obogatenimi
mini pis¢ancjimi fileji.

Na tvorbo IQ, IQx in Norharmana znacilno vpliva obogatitev mesa z n-3 VNMK (p<0,05).
Po drugi strani pa obogatitev mesa (p>0,05) neznacilno vpliva na tvorbo 7,8-DiMelQx.

Ce primerjamo rezultate vzorcev tretiranih le z brinovimi ekstrakti, brez kontrolnih
vzorcev, lahko sklepamo, da ekstrakti razlicno vplivajo na meso obogateno z n-3 VNMK|,
prispevajo k zmanjSanju oziroma povecanju HCA. V splosnem lahko re¢emo, da ima
pis¢ancje meso, ki je bilo obogateno z n-3 VNMK in tretirano z brinovimi ekstrakti,
manjSo vsebnost HCA v primerjavi z navadnim pis¢an¢jim mesom.
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Preglednica 13: Vpliv dodatka ekstrakta na tvorbo vseh identificiranih HCA (ug HCA/kg)
v toplotno obdelanih navadnih in n-3 mini pis¢ancjih filejih.

ekstrakti
meso
BR BR (1:1) BR (1:2) kontrola PmE
HCA | navadno | 22,986"* 29,086 20,9317% 16,016 0,034(10,502)
n-3 22,975" 16,7475 9,427%¢ 10,046°° <0,001(7,099)
Pe 0,997(6,513) | 0,046(14,308) | <0,001(6,84) | 0,005(4,651) 0,997(6,513)

Pe verjetnost vpliva obogatitve mesa z n-3 VNMK, pye, statisti¢na verjetnost vpliva dodatka ekstrakta;
vrednosti z razlicno ¢rko znotraj vrstice (a’b) se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05); znacilnost razlik med
dodatki ekstraktov); vrednosti z razli¢no &rko znotraj stolpca (*®) se statisti¢no znagilno razlikujejo (p<0,05;

BR (1:1), BR (1:2): brinovi ekstrakti z razred¢itvijo. Nacin razredgitve je opisan v poglavju 3.1

V preglednici 13 so podani rezultati vpliva dodatka brinovih ekstraktov na tvorbo vseh
identificiranih HCA v toplotno obdelanih navadnih in n-3 mini pis¢ancjih filejih.
Statisticna verjetnost vpliva dodatka ekstrakta pri n-3 vzorcih je pye<0,001, pri navadnih
piscancjih filejih pa pme<0,034. V vzorcih obeh tipov vidimo znacilno razliko med
dodanimi brinovimi ekstrakti.

Tvorba skupnih HCA je bila najvecja v vzorcih navadnega piscancjega fileja, tretiranega z
brinovim ekstraktom BR (1:1) (29,086 pg/kg). Sledijo vzorci tretirani z BR (22,986 pg/kg)
in BR (1:2) (20,931 pg/kg). Najmanj skupnih HCA se je tvorilo v kontrolnih vzorcih
(16,016 ng/kg), kar je v nasprotju z nasimi pricakovanji. Kontrolne vzorce smo pripravili s
son¢ni¢nim oljem brez dodatka brinovih ekstraktov. Razlog za najmanjSo vsebnost skupnih
HCA je verjetno visoka vsebnost antioksidantov v olju.

Ce primerjamo rezultate navadnih pis¢angjih filejev in vzorce, obogatene z VNMK, lahko
sklepamo, da je najve¢ skupnih HCA nastalo v vzorcih, ki so bili obogateni z VNMK in
predhodno tretirani z brinovim ekstraktom BR (22,975 pg/kg). Sledijo vzorci tretirani z
BR (1:1) (16,747 pg/kg) in kontrolni vzorci (10,046 pg/kg). Najmanj HCA se je tvorilo v
vzorcih, ki so bili obogateni z VNMK in predhodno tretirani z BR (1:2) (9,427 pg/kg).

Znacilno najmanj HCA (9,427 ug/kg) je nastalo v n-3 vzorcih, ki so bili tretirani z
brinovim ekstraktom BR (1:2) (9,427 ug/kg), in sicer trikrat manj v primerjavi z vzorci
navadnega piS¢an¢jega mesa, ki so bili tretirani z brinovim ekstraktom BR (1:1) (29,086

Hg/kg).

Ce primerjamo vse vzorce, ki so bili tretirani samo z brinovimi ekstrakti (brez kontrolnega
vzorca), sklepamo, da povprecno tvorbo HCA najbolj zavira brinov ekstrakt BR (1:2). To
je najbolj opazno pri vzorcih navadnega in n-3 pisc¢ancjega fileja. 1z podatkov je razvidno
tudi, da je vsota identificiranih HCA vecja v navadnih pis¢ancjih filejih kot v filejih, ki so
bili obogateni z VNMK.

Brinovi ekstrakti BR so vplivali na zmanjSanje tvorbe posameznih tipov HCA, in sicer na
IQx v vzorcih n-3 pis¢ancjih filejev. Ponovno najmanj IQx se je tvorilo v vzorcih, ki so bili
tretirani z BR ekstraktom. Povpre¢no se je pri vseh vzorcih tvorilo dvakrat manj 1Qx (2,35
Hg/kg) v primerjavi s kontrolnim vzorcem (5,19 pg/kg). Poleg tega je ekstrakt BR vplival
na zmanjSanje tvorbe 1Q (3,02 ng/kg), ki se je v povpre¢ju zmanjsala za najmanj dvakrat, v
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primerjavi s kontrolnim vzorcem (6,65 pg/kg). Z dodatkom ekstrakta BR (1:1) se je tvorba
Glu-P-2 (0,37 pg/kg) zmanjSala za 2,5-krat v primerjavi s kontrolnim vzorcem (0,93

Hg/kg).

Ekstrakti BR, BR (1:1) in BR (1:2) v navadnem pi$¢an¢jem mesu so znacilno vplivali na
zmanjsanje tvorbe 4,8-DiMelQx. Najmanj 4,8-DiMelQx je nastalo v vzorcih, ki so bili
tretirani z ekstraktom BR (1:1). Povpre¢na tvorba 4,8-DiMelQx (1,60 pg/kg) je bila
najmanj dvakrat manjSa v primerjavi s tvorbo v kontrolnem vzorcu (2,44 pg/kg). Na ostale
tipe HCA brinovi ekstrakti niso imeli vpliva primerjavi s kontrolnimi vzoreci.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Med toplotno obdelavo mesa se tvorijo heterocikliéni aromatski amini, ki so zdravju
Skodljivi. Danes obstajajo razli¢ne Studije, ki govorijo o zmanjSevanju HCA. Poleg tega
mesna industrija uporablja veliko sinteticnih in naravnih antioksidantov, ki lahko
vplivajo na senzoriéne lastnosti in kakovost izdelka. Studije kazejo, da lahko z
dodatkom razli¢nih ekstraktov z antioksidativnim potencialom vplivamo na zmanjSanje
tvorbe HCA. Antioksidanti lovijo proste radikale, ki nastajajo med Maillardovo reakcijo
ter na ta na¢in zmanj$ajo prisotnost HCA (Rounds in sod., 2013).

Cilj naloge je bil ugotoviti vpliv dodanih brinovih ekstraktov v rafiniranem son¢ni¢nem
olju na tvorbo HCA v toplotno obdelanih mini pis¢ancjih filejih, tako navadnih kot
tistth z vecjo vsebnostjo n-3 masScobnih kislin, ter doloc€iti najucinkovitejSo koli¢ino
dodatka ekstrakta brina.

Balogh in sod. (2000) so izvedli Studijo, kjer so v goveje meso dodajali razli¢ne
koncentracije roZzmarina pred toplotno obdelavo ter opazovali zmanjSanje vsebnosti
HCA. Vsebnost HCA se je v mesu zmanjsala tudi z dodatkom rdece paprike, ki deluje
kot antioksidant (Oz in Kaya, 2011).

V magistrski nalogi smo dolo¢ili vsebnost HCA v toplotno obdelanih mini pis¢ancjih
filejih tretiranih z brinovim ekstraktom. Rezultati so pokazali, da toplotno obdelani
navadni piscangji fileji vsebujejo 25 pg/kg HCA, n-3 piscancdji fileji pa 16 ng/kg HCA.
Med posameznimi HCA je najbolj izstopal PhIP, v navadnih piS¢ancjih filejih je bila
njegova vsebnost 19,09 pg/kg, oziroma 13,64 pg/kg v n-3 piscancjih filejih. Sledijo
MelQx, Harman in Norharman. Do podobnih ugotovitev je pri§la tudi Janzekovi¢
(2015). Dolocala je zmanjSevanje HCA z dodatkom ekstraktov hmelja v govejem mesu.
ManjSa koncentracija dodatka rastlinskega ekstrakta zmanjSa vsebnost HCA, medtem
ko povecevanje koncentracije rastlinskega ekstrakta ponovno poveca vsebnost HCA v
primerjavi s kontrolo. Za razliko od nasih rezultatov je izstopal Glu-P-2, sledili so
MelQx, PhIP in Harman.

Iz dobljenih rezultatov lahko povzamemo, da je v kontrolnem vzorcu, navadnem in n-3,
prevladoval PhIP (12,38 pg/kg v navadnem oziroma 7,37 pg/kg v n-3 piscancjem
mesu). Prevladujoco vsebnost PhIP potrjujejo tudi Balogh in sod. (2000). V govejih
sekljancih so dolo¢ili 31,4 ng/g PhIP.

Glede na postavljeni hipotezi so bili dobljeni rezultati precej kontradiktorni. Pricakovali
smo namre¢, da bo dodatek ekstrakta brina v son¢ni¢énem olju vplival na zmanj$ano
tvorbo HCA v toplotno obdelanih piscancjih filejih. Rezultati so pokazali, da vecji
dodatek ekstrakta brina povecuje nastajanje HCA. lzjema je ekstrakt BR (1:2), ki je
vplival na zmanjSevanje tvorbe skupnih HCA v n-3 pisc¢ancjih filejih. Razlike v
zmanjSevanju niso statisticno znacilne. Do takSnih rezultatov smo prisli verjetno zato,
ker smo kot ekstrakt uporabili brinove jagode, vezane na olje. Na splosno vecina
dodanih ekstraktov vpliva na zmanjSanje tvorbe HCA v mesu po toplotni obdelavi,
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vendar sta med kljunimi dejavniki, ki vplivajo na zmanjSanje vsebnosti HCA, tudi
nacin toplotne obdelave ter nosilec, na katerega vezemo ekstrakt. V' primeru, da bi kot
nosilec ekstrakta uporabili sol ali Skrob, bi verjetno prisli do rezultatov, ki bi potrdili
postavljeno hipotezo.

Predvidevali smo tudi, da bomo lahko dolo¢ili primerno koncentracijo brinovega
ekstrakta, katera bo zagotavljala najmanjSo tvorbo HCA v toplotno obdelanem
pis¢an¢jem mesu. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da na zmanjSanje tvorbe
HCA vplivamo z manjSo koncentracijo brinovega ekstrakta oziroma olje ni primeren
nosilec za tovrstne rastlinske ekstrakte. Verjetno je sol bistveno boljsi nosilec tovrstnih
ekstraktov.

Iz vseh rezultatov, ki smo jih pridobili lahko zaklju¢imo, da je tvorba HCA zelo
kompleksen proces, ki ni odvisen samo od osnovnih prekurzorjev (sladkorjev,
kreatinina, aminokislin), ampak tudi od drugih interakcij s spojinami, ki direktno ne
sodelujejo v samem kemizmu nastanka HCA. Naloga je odprla mnoga nova vprasanja o
sami interakciji tako kompleksnega sistema.
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5.2 SKLEPI

Na osnovi rezultatov lahko zaklju¢imo, da:

Povprecna izguba mase med pe¢enjem n-3 pis¢ancjega mesa je bila 28,75 g/100 g.
Povprecna izguba mase med peenjem navadnega piscancjega mesa je bila 35,83
0/100 g.
Povprecna izguba mase v vzorcih, ki so bili tretirani z brinovimi ekstrakti, je bila
vecja v primerjavi s kontrolo.
Koncentracija skupnih fenolnih spojin je bila najvecja v ekstraktu BR (2,60 mg/1),
sledi ekstrakt BR (1:1) z 1,73 mg/l in BR (1:2) z 1,36 mg/I.
Navadni mini pis€ancji fileji z dodanimi brinovimi ekstrakti so v povprecju
vsebovali 25 pg HCA/kg vzorca.
n-3 mini piscancji fileji z dodanimi brinovimi ekstrakti so v povprecju vsebovali 16
png HCA/Kkg vzorca.
Med posameznimi HCA v navadnih mini piS¢angjih filejih je najbolj izstopal PhIP,
katerega povprecna vsebnost je bila 18,90 pg/kg.
Med posameznimi HCA v n-3 mini piS¢ancjih filejih je najbolj izstopal PhIP,
katerega povprec¢na vsebnost je bila 19 pg/kg.
Brinovi ekstrakti BR, BR (1:1) in BR (1:2) v navadnem pis€anéjem mesu
statisticno visoko znacilno vplivajo na tvorbo Glu-P-2 (p<0,001), statisti¢no
znalilno vplivajo na tvorbo MelQ, MelQx, IQ, PhIP in Norharmana (p<0,05),
medtem ko na tvorbo Harmana, 4,8-DiMeLQx in 7,8-DiMeLQx (p>0,05) nimajo
znacilnega vpliva.
Brinovi ekstrakti BR, BR (1:1) in BR (1:2) v n-3 pis¢anéjem mesu statisticno
visoko znacilno vplivajo na tvorbo PhIP (p<0,001), statisticno znacilno vplivajo na
1Q, 1Qx in Harmana (p<0,05), medtem ko na tvorbo Norharmana, 4,8-DiMeLQX,
7,8-DiMeLQx, Glu-P-2, MelQ in MelQx (p>0,05) nimajo znacilnega vpliva.
Najuspesnejsi ekstrakt za zmanjSevanje nastanka HCA med toplotno obdelavo
navadnih in n-3 mini pis¢angjih filejev je bil ekstrakt BR (1:2) (9,42 pug HCA/Kg),
sledi ekstrakt BR (1:1) (16,7 pug HCA/kg) ter ekstrakt BR (22,9 ug HCA/kg).
Na splosno dodatek brinovih ekstraktov ne zmanjSa vsebnosti HCA v primerjavi z
kontrolnimi vzorci. Izjema je ekstrakt BR (1:2), ki vpliva na zmanjsanje vsote HCA
le v n-3 vzorcih.
Brinovi ekstrakti vplivajo na zmanjSanje tvorbe samo posameznih tipov HCA, in
sicer:

-V n-3 pis¢an¢jem mesu na 1Qx, 1Q in Glu-P-2.

-V navadnem pisc¢an¢jem mesu na 4,8- DiMelQx.
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6 POVZETEK

Namen naSe naloge je bil zmanjsati tvorbo HCA v toplotno obdelanih mini pis¢ancjih
filejih, tako navadnih kot tistih z vegjo vsebnostjo n-3 masobnih kislin. Zeleli smo
ugotoviti tudi vpliv dodatka ekstrakta brina v rafiniranem son¢ni¢énem olju na tvorbo HCA
ter dolociti koli¢ino dodatka, ki najbolj optimalno preprecuje tvorbo HCA.

Predpostavili smo, da bo dodatek ekstrakta brina v son¢ni¢nem olju vplival na zmanjSanje
tvorbe HCA v toplotno obdelanih piscancjih filejih in da bomo dolo¢ili primerno
koncentracijo brinovega ekstrakta, ki bi zagotavljal najmanjSo tvorbo HCA, hkrati pa
ohranil senzori¢no sprejemljivost izdelka.

V poskusu smo uporabili miSice (m. pectoralis superficialis) pis¢ancjega n-3 in navadnega
fileja. Mini piscancje fileje smo tretirali z brinovimi ekstrakti BR, BR (1:1), BR (1:2). Za
vsako koncentracijo brinovega ekstrakta smo pripravili 12 kosov mini filejev navadnega
ter n-3 piscanc¢jega mesa. Dodali smo enake koli¢ine posameznega ekstrakta. PiS¢ancje
fileje brez dodanih ekstraktov smo uporabili kot kontrolo. Fileje smo toplotno obdelali na
dvoplos¢nem zaru pri temperaturi 240 °C. Dolocili smo skupne fenolne spojine v brinovih
ekstraktih z metodo Folin — Ciocalteu ter vsebnosti HCA v toplotno obdelanih navadnih in
n-3 mini pis¢ancjih filejih.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko povzamemo, da je bila povpre¢na izguba mase med
toplotno obdelavo n-3 pis¢ancjega mesa 28,75 g/100 g, povpre¢na izguba mase med
pecenjem navadnega piS¢ancjega mesa pa 35,83 g/100 g. Koncentracija skupnih fenolnih
spojin je bila najveéja v ekstraktu BR (2,60 mg/l), sledi ekstrakt BR (1:1) z 1,73 mg/l in
BR (1:2) z 1,36 mg/l. Navadni pisc¢ancji fileji z dodanimi brinovimi ekstrakti so v
povprecju vsebovali 25 pg HCA/kg vzorca. n-3 mini piscancji fileji z dodanimi brinovimi
ekstrakti so v povprecju vsebovali 16 ug HCA/kg vzorca.

Dodatek brinovih ekstraktov BR, BR (1:1) in BR (1:2) v n-3 pis¢an¢jem meso statisti¢no
visoko znacilno vpliva na tvorbo PhIP (p<0,001), statisti¢no znacilno vpliva na 1Q, IQx in
Harmana (p<0,05), medtem ko na tvorbo Norharmana, 4,8-DiMeLQXx, 7,8-DiMeLQx, Glu-
P-2, MelQ in MelQx (p>0,05) nima znacilnega vpliva. Kot najuspe$nejsi ekstrakt za
zmanjSevanje tvorbe HCA med toplotno obdelavo navadnih in n-3 pis¢ancjih filejev se je
izkazal ekstrakt BR (1:2) (14,5 pg HCA/KQ), sledi ekstrakt BR (1:1) (22,5 pug HCA/kg) ter
na koncu ekstrakt BR (22,9 ng HCAJ/kg). Dodatek brinovih ekstraktov na splosno ne
vpliva na zmanjSanje vsote HCA v primerjavi s kontrolnimi vzorci. Izjema je ekstrakt BR
(1:2), ki zmanjSa vsoto HCA le v n-3 vzorcih. Brinovi ekstrakti zmanjSajo tvorbo samo
posameznih tipov HCA, in sicer: v n-3 pis¢an¢jem mesu 1Qx, IQ in Glu-P-2, v navadnem
pis¢ancjem mesu pa 4,8- DiMelQx.

Nase hipoteze, da bo dodatek ekstrakta brina v son¢ni¢nem olju zmanjsal nastajanje HCA
v toplotno obdelanih piS¢ancjih filejih, nismo potrdili. Vsi brinovi ekstrakti, ki so bili
dodani v piscancjih filejih, so povecali vsoto identificiranih HCA. Zaklju¢imo lahko, da ni
smiselno pripravljati brinovega ekstrakta v olju, ki je bogato z antioksidanti. Dodatek
brinovih ekstraktov vpliva na zmanjSanje samo posameznih tipov HCA.
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Predvidevali smo tudi, da bomo dolocili primerno koncentracijo brinovega ekstrakta, ki bo
zagotavljala najmanjSo tvorbo HCA, hkrati pa ohranila senzori¢no sprejemljivost izdelka.
Ce primerjamo samo ekstrakte in njihov vpliv na zmanjievanje HCA, se je za
najuspesnejSega izkazal ekstrakt BR (1:2).
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