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Al Namen magistrskega dela je bil ugotoviti, kako dodatek ekstraktov hmelja razli¢nih
sort in letnikov vpliva na preprecevanje tvorbe heterociklicnih aminov (HCA) v govejih
sekljancih. Pripravili smo etanolne ekstrakte hmeljev sort Aurora, Bobek, Celeia in Savinjski
golding, dveh letnikov, in sicer 2009 in 2013 ter jih vezali na sol. Ekstrakte hmelja vezane na
NaCl smo dodali govejim sekljancem v dveh koli¢inah (0,5 in 1,0 g) in jih 4 minute pekli na
dvoplo§¢nem Zzaru pri temperaturi 240° C. Na ohlajenih in homogeniziranih govejih
sekljancih smo dolocili osnovno kemijsko sestavo mesa in vsebnost HCA. V etanolnih
ekstraktih hmelja smo dolocili vsebnost ksantohumola. Najvisja vsebnost ksantohumola v
hmelju letnika 2009 je bila doloCena v sorti Bobek (0,06 mg/ml), letnika 2013 pa v sorti
Aurora (0,16 mg/ml). Sekljanci z dodanimi ekstrakti hmelja so v povprecju vsebovali 82,55
ng’kg HCA. Toplotno obdelani goveji sekljanci v povprecju vsebujejo najve¢ Glu-P-2
(22,35 pg/kg), MelQx (19,36 pg/kg), PhIP (14,26 pg/kg) in harmana (13,62 ug/kg). V
manjsih koli¢inah zasledimo Se norharman (8,48 pg/kg), 1Qx (3,59 pg/kg) in IQ (0,90 pg/kg).
V pecenem kontrolnem sekljancu, z dodanim NaCl brez ekstrakta hmelja, je nastalo
138,46 pg/kg HCA. Najbolj uspesno nastanek HCA v pecenih govejih sekljancih preprecuje
ekstrakt hmelja v koncentraciji ksantohumola 1,5-2,0 mg/kg sorte Bobek (26,67 png/kg), sledi
mu Savinjski golding (32,61 pg/kg) v koncentraciji 0,5-1,0 mg/kg. 1z dobljenih rezultatov ne
moremo potrditi, katera koncentracija ksantohumola najuspesneje zavira nastanek HCA, ved;ji
vpliv ima sorta hmelja.
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AB  The aim of this master’s thesis was to determine the influence of hop extracts of
different varieties and harvests on the formation of heterocyclic amines (HCA) in minced
beef. We have prepared ethanolic extracts of hop varieties Aurora, Bobek, Celeia and Savinja
Golding of the harvest years 2009 and 2013 and bound them to salt. Hop extracts bound to
NaCl were added to minced beef in two quantities (0.5 and 1.0 g). Beef was grilled for 4
minutes on a two-plate grill at 240 °C. We determined the basic chemical structure and HCA
content of grilled minced beef. Xanthohumol content was determined in ethanolic extracts of
hop. The highest xanthohumol content for the year 2009 was found in the Bobek variety
(0.06 mg/ml) and among hops from 2013 in the Aurora variety (0.16 mg/ml). Grilled minced
beef with added hop extracts contained on average 82.55 pg/kg of HCA, of which Glu-P-2
22.35 pg/kg, MelQx 19.36 pg/kg, PhIP 14.26 pg/kg and Harman 13.62 pg/kg. Smaller
amounts of Norharman (8.48 pg/kg), 1Qx (3.59 pg/kg) and IQ (0.90 pg/kg) were also found.
Grilled minced beef with added NaCl without the hop extract representing the control
contained 138.46 ug/kg of HCA. The most successful in preventing HCA formation was
extract from Bobek variety (26.67 pg/kg) with xanthohumol concentration in the range of 1.5-
2.0 mg/kg, followed by Savinja Golding (32.61 pg/kg) in the concentration range of 0.5-1.0
mg/kg. Hop variety has larger influence on HCA formation than xanthohumol content in the
hop extract.
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1 UVOD

Meso pred zauzitjem obicajno toplotno obdelamo. Toplotna obdelava uni¢i patogene
mikroorganizme in vpliva na razvoj specificnih senzori¢nih lastnosti. Pomemben vpliv ima
tudi na prehransko vrednost mesnih izdelkov, hkrati pa lahko nastajajo toksi¢ne spojine
(Kondjoyan in sod., 2014).

Maillardova reakcija je ena izmed najpomembnejsih reakcij, ki med toplotno obdelavo zivil.
Vkljucuje verizne reakcije med reducirajoCimi sladkorji in amino spojinami. Vpliva na
elemente kakovosti hrane, kot so barva, okus in prehranska vrednost. Med reakcijo nastaja
veliko produktov, ki imajo antioksidativne, protimikrobne ter mutagene ali kancerogene
lastnosti (Jaeger in sod., 2010). Med Maillardovo reakcijo nastajajo tudi heterociklicni
aromatski amini (HCA) (Vitaglione in Fogliano, 2004).

Heterociklicni aromatski amini so spojine z velikim mutagenim in kancerogenim
potencialom. Nastajajo med toplotno obdelavo. Tvorijo se v proteinsko bogatih Zivilih, kot so
meso in ribe. Glavna dejavnika, ki vplivata na tvorbo HCA sta vrsta mesa in pogoji toplotne
obdelave, Se posebej temperatura in ¢as toplotne obdelave (Ristic in sod., 2004).

HCA se tvorijo Ze pri obic¢ajnih pogojih toplotne obdelave. Znanstveniki poskusajo najti
nacine za zmanjSanje njihove vsebnosti, kar bi pripomoglo k zmanjsanju vnosa HCA in s tem
zmanjsalo tveganje za zdravje (Wong in sod., 2012).

Fenolne spojine, ki jih najdemo v uzitnih in neuzitnih rastlinah, imajo veliko bioloskih
ucinkov, vkljuéno z antioksidativno aktivnostjo. V zivilski industriji se povecuje zanimanje
po ekstraktih sadja, zeliS¢, zelenjave, Zit in drugih rastlinskih materialov, saj lahko ti
izboljsajo kakovost in prehransko vrednost zivil (Onder in sod., 2013).

Pomembno vlogo pri zmanjsanju vsebnosti HCA imajo sinteti¢ni in naravni antioksidanti ter
rastlinska zivila z visoko vsebnostjo antioksidantov, kot so zeleni ¢aj, sadni ekstrakti, devisko
oljcno olje in karotenoidi (Janoszka, 2010). Antioksidanti delujejo kot lovilci prostih
radikalov, ki nastajajo med Maillardovo reakcijo in tako preprecujejo tvorbo HCA (Gibis in
Weiss, 2012). Polifenoli hmelja, med njimi tudi ksantohumol, imajo veliko antioksidativno
ucinkovitost, zato so primerni za zmanjSanje nastanka HCA, kar smo tudi dokazali v tem
magistrskem delu.

1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je bilo zmanjSanje tvorbe produktov Maillardove reakcije, natancneje
heterocikli¢nih aromatskih aminov v govejih sekljancih. Za zmanjSanje tvorbe smo uporabili
ekstrakte razliénih sort hmelja dveh letnikov. Zeleli smo ugotoviti najprimernej$o
koncentracijo ksantohumola, ki bi zagotavljala najmanjso tvorbo HCA.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavili smo, da bodo dodatki ekstraktov hmelja zmanjsali nastajanje HCA v pecenih
govejih sekljancih.

Predpostavili smo, da bomo dolocili primerno koncentracijo ksantohumola, kot komponento
etanolnega ekstrakta, ki bo zagotavljala najmanjSo tvorbo HCA, hkrati pa zagotovila
senzoricno sprejemljivost izdelka.

Predpostavili smo, da bodo ekstrakti hmelja razli¢nih sort in letnikov, imeli razlicno
sposobnost preprecevanja tvorbe HCA.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HMELJ

Hmelj je zelnata trajnica, ovijalka. Botanicno ga uvrS¢amo med dvokali¢nice, v red
koprivovcev (Urticales) in druzino konopljevk (Cannabaceae). Hmelj, ki ga gojimo danes,
izhaja iz divje rasto¢ih hmeljev Evrope in zahodne Azije. V rodu Humulus poznamo 2 vrsti, in
sicer navadni hmelj (Humulus lupulus) in enoletni ali japonski hmelj (Humulus japonicus). V
toku evolucije in z razSirjanjem s prvotnih rastiS¢, so se razvili razlicni tipi divjega navadnega
hmelja, ki jih danes smatramo za podvrste. Med seboj se razlikujejo v zgradbi listov in drugih
lastnostih. V Evropi prevladuje evropski hmelj (Humulus lupulus ssp. europaeus), v Ameriki
novomehiski hmelj (Humulus lupulus spp. neomexicanus) in sréastolistni hmelj (Humulus
lupulus spp. cordifolius) na Japonskem (Rode in sod., 2002; Ferant, 2012).

Hmelj je dvodomna rastlina, kar pomeni, da na eni rastlini najdemo le moske ali le Zenske
cvetove (Ferant, 2012). Pridelujemo le zenske rastline, v glavnem za uporabo v pivovarski
industriji, manj$i del pa za uporabo v medicini (Patzak in sod., 2010).

Zenska socvetja — hmeljni storzki so bogati s polifenoli in aciliranimi floroglucidi, ki dajejo
pivu znacilno aromo in okus. Sprva so hmelj zaradi njegove antimikrobne aktivnosti
uporabljali kot konzervans. Sele kasneje so ga zaceli uporabljati zaradi grenkega okusa, ki ga
daje pivu. Hmelj vsebuje izo-alfa-kisline, ki so zelo hidrofobne in s tem vplivajo na stabilnost
pene. Tudi ksantohumol in isoksantohumol imata pozitiven u€inek na stabilnost pene (Zanoli
in Zavatti, 2008).

Hmelj je Siroko uporabljen tudi v medicini. Kot blago pomirjevalo se uporablja za zdravljenje
nespecnosti in dusevne napetosti. Tradicionalno so ga uporabljali za zdravljenje napetosti,
nemira, povecanje apetita in izboljSanje prebave, zdravljenje zobobola, bolecCih uses ter
nevralgije. Hmelj ima tudi diureti¢ni in antispazmodicen ucinek (Zanoli in Zavatti, 2008).

2.1.1 Sorte hmelja

Vzgoja novih rastlin je postopek, s katerim ¢lovek z izbiro izboljSuje posamezno ali vec
lastnosti kmetijskih rastlin. Pri hmelju se, kot pri drugih kmetijskih rastlinah, daje najvec;ji
poudarek povecanju pridelka, izboljSanju kvalitete in odpornosti na pomembne bolezni in
Skodljivce. Z uvajanjem dolocene sorte hmelja z obmocja, kjer je bila pozlahtnjena, na drugo
obmocje, se lahko spremenijo razrast rastlin, koli¢ina in kvaliteta pridelka, spremeni pa se
tudi stopnja odpornosti na posamezne bolezni in Skodljivce. Posledica vsega navedenega je,
da ima vsaka dezela, ki se ukvarja s pridelovanjem hmelja v malo ve¢jem obsegu, razvit svoj
zlahtniteljski program.
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Sorte hmelja delimo glede na pridelovalne lastnosti, zlasti pa glede na koli¢ino grencice ter
kakovost arome (preglednica 1).

Po pridelovalnih lastnostih delimo sorte predvsem na ¢as zrelosti. Lo¢imo:
e zgodnje,
e srednje pozne in
e pozne sorte.

Glede na koli¢ino grencice in arome delimo sorte v 3 skupine:
e aromati¢ni hmelj (koli¢ina alfa-kislin do 8 % v suhi snovi) je hmelj s tipi¢no hmeljsko
aromo in z majhno koli¢ino grenci¢nih smol (npr. Savinjski golding),
e grenci¢ni hmelj (koli¢ina alfa-kislin 8-14 % v suhi snovi) je hmelj z vec¢jo koli¢ino
grenc¢icnih smol in s prijetno aromo (npr. Aurora),
e visoko grenci¢ni hmelj, kamor spadajo sorte z visoko vsebnostjo alfa-kislin (nad 14 %
v suhi snovi; npr. Dana).

Preglednica 1: Slovenske sorte hmelja (Cerenak in Ferant, 2012)

Sorta* Osnovna razvrstitev  Alfa-kisline (% v suhi snovi) Eteric¢no olje (% v suhi snovi)
Ahil grencicni 9,4-11,3 1,5-1,8
Apolon grencicni 9,0-11,0 0,8-1,2
Atlas grencicni 9,3-10,9 0,9-3,0
Aurora aromati¢ni 7,2-12,6 0,9-1,6
Blisk grencicni 5,0-7,0 0,4-3,4
Bobek aromati¢ni 3,5-7,8 0,7-4,0
Buket aromaticni 6,4-10,1 1,2-4,2
Celeia aromati¢ni 3,0-8,7 0,6-3,6
Cekin aromati¢ni 4,0-7,1 0,4-2,3
Cerera aromati¢ni 3,4-7,0 1,3-2,8
Cicero aromatiéni 6,0-9,5 0,9-2,3
Dana grencicni 12,5-19,3 3,1-4,6
Savinjski golding aromati¢ni 2,8-6,1 0,3-1,7
Styrian gold aromati¢ni 3,5-6,5 1,3-2,3

*sorte oznacene s krepko pisavo smo uporabili v nasem poskusu

Savinjski golding je edina sorta, ki se je obdrzala vse od samega zacetka uvajanja hmelja na
slovenskem pa do danes. Je prilagojena razli¢ica angleike sorte Fuggle. Se po ve¢ kot 100
letih pridelovanja se prideluje na precejsnjem delezu hmeljis¢. Zaradi svoje prepoznavne fine
hmeljske arome je sloves slovenskega hmelja razgirila po vsem svetu (Cerenak in Ferant,
2012). Vsebnost ksantohumola v suhi snovi je 0,2-0,3 % (IHPS, 2012).

Sorta Aurora je zraven nekaterih drugih (Atlas, Ahil, Apolon) rezultat prvih krizanj tujih sort
in slovenskih moskih hmeljnih rastlin v Sestdesetih letih prejSnjega stoletja. To sorto danes
pridelujemo na vec kot 60 % slovenskih hmeljisS¢ in je nasa vodilna. Aurora je sorta, ki zaradi
svoje dobre prilagojenosti in odpornosti na bolezni hmeljarjem daje visoko kakovosten in
stabilen pridelek z Zlahtno hmeljsko aromo. Njena grencica je zaradi znacilne sestave
grencicnih smol zelo nezna in prijetna ter zato zelo zazelena v pivovarnah po svetu. Vsebuje
7,2-12,6 % alfa kislin in 2,7-4,4 % beta kislin (Cerenak in Ferant, 2012) ter 0,3 do 0,5 %
ksantohumola v suhi snovi (IHPS, 2012).
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V osemdesetih letih prejSnjega stoletja so nastale 3 nove sorte hmelja: Blisk, Buket in Bobek.
Cilj zlahtniteljske serije je bil Zlahtnenje na boljSo aromo in ve¢jo odpornost na skodljivce. Za
hmeljarje in trgovino s hmeljem je bila in je Se najbolj zanimiva sorta Bobek, in sicer zaradi
povedanega pridelka in lastnosti, v doloeni meri podobnih s sorto Aurora (Cerenak in Ferant,
2012). Aroma Bobka je intenzivna in prijetno hmeljna. Bobek je srednje skladis¢no obstojen.

ey

2002). Vsebnost ksantohumola v suhi snovi je 0,3-0,4 % (IHPS, 2012).

V devetdesetih letih so bile priznane Stiri nove sorte hmelja: Celeia, Cerera, Cekin in Cicero,
zlahtnjene na kakovost Savinjskega goldinga in na velik pridelek. Najbolje sprejeta pri vseh
sodelujocih v hmeljarski panogi, hmeljarjih, trgovcih s hmeljem in pivovarjih je Celeia, ki
zavzema v zadnjih letih primerljiv delez povrsin kot sorti Savinjski golding in Bobek. Znana
je po harmoniéni hmeljski aromi, ki daje pivcu piva zaokrozen hmeljski okus (Cerenak in
Ferant, 2012). Vsebnost ksantohumola v suhi snovi je 0,1-0,2 % (IHPS, 2012).

2.1.2 Kemijska sestava hmelja

Pridelek hmelja so storzki. V storzku je lupulin, v katerem so pomembne sestavine za
pivovarstvo. Lupulin vsebuje snovi, ki dajejo pivu okus, vonj in obstojnost. Najpomembnejse
sestavine storzka hmelja so hmeljne smole, eteri¢no olje in polifenoli (Ferant in Kosir, 2012).
Storzki vsebujejo tudi proteine, lipide, voske, celulozo in aminokisline. Povpre¢na kemijska
sestava sveze posuSenega hmelja je prikazana v preglednici 2 (Almaguer in sod., 2014).

Preglednica 2: Povprecna kemijska sestava posuSenega hmelja (Almaguer in sod., 2014)

Sestavina hmelja Vsebnost (%)

Celuloza 43
Skupne smole 15-30
Beljakovine 15
Voda 10
Pepel 8
Polifenoli (tanini) 4
Monosaharidi 2
Pektin 2
Aminokisline 0,1
Eteric¢no olje 0,5-3
Voski in steroidi v sledovih-25

Suhi storzki vsebujejo 0,5-2,0 % eteri¢nega olja (Cerenak in sod., 2011). Nekaterih viri
navajajo vecjo vsebnost etericnega olja, tja do 3 % (Almaguer in sod., 2014). Eteri¢no olje je,
tako kot hmeljne smole, sekundarni metabolit hmelja (Almaguer in sod., 2014). Pridobivamo
ga z destilacijo z vodno paro. Etericno olje hmelja sestavlja ve¢ kot 400 komponent, lahko
hlapnih in tezko hlapnih. Komponente, ki sestavljajo eteri¢no olje, uvr§¢amo v 3 skupine:
ogljikovodike, spojine s kisikom in spojine z zveplom (Kosir in Klezin, 2012). Ogljikovodiki
so zelo hlapni. Lahko jih razdelimo na 3 podskupine, in sicer alifatske ogljikovodike,
monoterpene in seskviterpene. Med ogljikovodiki je najpomembnejsi in najbolj zastopan
monoterpen B-mircen, ki lahko predstavlja 30-60 % vsega etericnega olja. f-mircen je glavna
komponenta, ki je odgovorna za oster in vsiljiv vonj svezega hmelja. Ostali monoterpeni, ki
so v etericnem olju prisotni v bistveno manjsih koli¢inah, so ocimen, B-pinen, limonen in
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drugi. Glavne spojine, ki sestavljajo seskviterpene so a-humulen, B-kariofilen in B-farnezen.
Ti imajo visjo tocko vrelis¢a kot monoterpeni. V najvisji koncentraciji se nahajata o-humulen
in B-kariofilen. Monoterpen mircen ter seskviterpena, § kariofilen in humulen, predstavljajo
do 80-90 % eteri¢nega olja. Spojine s kisikom predstavljajo znatno nizji delez eteri¢nega olja
(do 30 %). Sestavljene so iz alkoholov, aldehidov, kislin, ketonov, epoksidov in estrov.
Spojine z Zveplom so v etericnem olju prisotne le v sledovih, vendar imajo vpliv na aromo
hmelja in piva, saj imajo nizek prag senzori¢ne zaznave (Almaguer in sod., 2014).

Spojine etericnega olja vplivajo na aromo piva v obliki sadne, cvetlicne, citrusne, zeliS¢ne in
tipicno hmeljne note. Vsaka sorta hmelja vsebuje komponente teh aromati¢nih skupin, vendar
le nekatere komponente olja v posamezni sorti prevladujejo (Kosir in Klezin, 2012).

Koli¢ina in sestava eteri¢nega olja je odvisna od Stevilnih dejavnikov kot so sorta hmelja,
rastni pogoji, zrelost ob pobiranju, pogoji med susenjem in skladiScenjem ter starost hmelja
(Almaguer, 2014).

Hmeljne smole so nosilec grenkega okusa piva. Skupne smole so opredeljene kot frakcija, ki
je topna v dietiletru in hladnem metanolu. Nadalje lahko smole razdelimo v mehke in trde.
Mehke smole so topne v heksanu, delimo jih na alfa-kisline in beta-frakcijo, ki jo sestavljajo
beta-kisline in nedolocene mehke smole (Almaguer in sod., 2014). Mehke smole imenujemo
tudi grenke kisline. Grenke kisline, ki predstavljajo 5-20 % suhe teze hmeljnega storzka, so
derivati floroglucinola. Grenke kisline v hmelju tvorijo kompleksno meSanico spojin v
razlicnih koncentracijah. Glavne alfa-kisline predstavljajo humuloni (35-70 % vseh alfa-
kislin), kohumuloni (20-65 %) in adhumuloni (10-15 %). Beta-kisline so lupuloni (30-55 %
vseh beta-kislin), kolupuloni in adlupuloni. V pivovarstvu alfa-kisline dolocajo kvaliteto
hmelja, saj vplivajo na stabilnost pene in imajo antibakterijski ucinek. Alfa-kisline se pri
visoki vrednosti pH in visoki temperaturi izomerizirajo v izo-alfa-kisline, ki so bolj topne in
grenke (Zanoli in Zavatti, 2008).

Polifenoli so predvsem v listih in vretenu storzka ter lupulinu. Povecana koli¢ina polifenolov
vpliva na aromo, barvo, peno in stabilnost okusa. Koli¢ina in sestava polifenolov je odvisna
od sorte, najbolj pa od skladis¢enja hmelja (Ferant in sod., 2012)

2.2 POLIFENOLI

Polifenoli ali fenolne spojine je skupno ime za strukturno raznolike spojine, ki jih najdemo v
naravi. Fenolne snovi so sekundarni metaboliti, ki nastajajo v rastlinski celici (Abramovic¢ in
sod., 2008) in vplivajo na senzori¢no in hranilno vrednost zelenjave, sadja in ostalih rastlin.
Za rastlino so posebnega pomena, saj imajo pomembno vlogo v fiziologiji in morfologiji. Ta
velika skupina bioaktivnih spojin ima Stevilne bioloske funkcije, pomembno vlogo igra pri
rasti in reprodukciji, $¢iti pred skodljivcei ter je odgovorna za atraktivno barvo listov, sadezev
in cvetov (Ignat in sod., 2011; Balasundram in sod., 2006; Leopoldini in sod., 2011).
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Znano je, da imajo polifenoli pozitiven vpliv na zdravje, saj so vir antioksidantov in imajo
hranilno vrednost. Polifenole najdemo v sadju, zelenjavi, oresc¢kih, semenih, pijacah in v
predelani hrani, kot komponento uporabljenih rastlinskih sestavin. NajpogostejSi vir
polifenolov v prehrani so jabolka, ¢aj, jagoditevje, kava, vino, ¢okolada in ¢ebula. Zivila
vsebujejo razlicne skupine fenolnih spojin, ki se razlikujejo v polarnosti in velikosti, od
enostavnih fenolnih spojin do oligomerov. Vse te spojine so prisotne v nizkih koncentracijah
(Motilva in sod., 2013).

Fenolne spojine so sestavljene iz vsaj enega aromatskega obrocCa, na katerega je vezana ena ali
veC hidroksilnih skupin. Njihova struktura lahko variira od preproste fenolne molekule do
kompleksnih polimerov z visoko molekulsko maso. Zaenkrat ni univerzalne klasifikacije
fenolnih snovi, najpogostejSa je razvrstitev glede na Stevilo aromatskih obrocev in
funkcionalne skupine (Ignat in sod., 2011; Leopoldini in sod., 2011). Leopoldini in sod.
(2011) so fenolne spojine glede na Stevilo fenolnih obrocev razdelili na enostavne fenole in
polifenole. K enostavnim priStevamo fenolne kisline. Polifenole, spojine, ki vsebujejo vsaj 2
fenolna obroca, delimo na flavonoide in stilbene. Fenolne spojine s tremi ali ve¢ fenolnih
obro¢ev imenujemo tanini. Balasundram in sod. (2006) jih delijo glede na osnovni skelet
(preglednica 3).

Preglednica 3: Razvrstitev fenolnih spojin (Balasundram in sod., 2006)

Skupina Osnovni skelet/strukturna formula
Fenoli Cs
Hidroksibenzojske kisline C.Cy
Acetofenoli, fenilocetne kisline Ce.Co
Hidroksicimetne kisline, fenilpropeni  Cs.C;
Naftokinoni Ce.Cy
Ksantoni Ce.C,.Co
Stilbeni, antrakinoni Ce.Cr.Cy
Flavonoidi, izoflavonoidi Cs.C5.Co
Lignani, neolignani (C6.C3),
Biflavonoidi (C6_C3_C5)2
Lignini (C6.C3)n
Kondenzirani tanini (Cs.C5.Co)y

Fenolne kisline imajo na fenolni obro¢ vezano eno karboksilno funkcionalno skupino. Naprej
jih razdelimo na hidroksicimetne in hidroksibenzojske strukture. V naravi so pogostejse
hidroksicimetne kisline. Flavonoidi so obsezna skupina nizko molekularnih fenolnih spojin, ki
so derivati benzo-y-pirona (Leopoldini in sod., 2011). Zgrajeni so iz 15 ogljikovih atomov, ki
so urejeni v C¢-C;-Cg strukturo, Sestavljeni so iz dveh aromatskih obroCev, A in B, ki ju
povezuje heterocikli¢ni obro¢ C. Glede na stopnjo oksidacije heterociklicnega obroca C in
substituente na obro¢u C delimo flavonoide na flavonole, flavone, flavanone, flavanole (ali
katehine), izoflavone, flavanonole in anticianidine (Ignat in sod., 2011). V skupino stilbenov
pristevamo S$tevilne spojine, med katerimi so glavni predstavniki resveratrol, pterostilbeni in
piceatanol, ki imajo fenolna obroca povezana z dvojno vezjo (Leopoldini in sod., 2011).
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Lignini nastanejo iz dveh fenilpropanoidnih enot, povezanima s kisikovim mostom. Visok
delez ligninov vsebujejo lanena in sezamova semena, najdemo pa jih tudi v zitih in rastlinskih
oljih (Motilva in sod., 2013). Tanine, polimerne molekule, delimo na kondenzirane in
hidrolizabilne. Kondenzirani tanini so polimeri flavonoidov, hidrolizabilni tanini pa imajo
ogljikohidratno jedro zaestreno z galno kislino ali podobno spojino (Leopoldini in sod., 2011).

2.2.1 Polifenoli hmelja

Posuseni storzki hmelja vsebujejo 4-14 % polifenolov (preglednica 4). Vecino polifenolov
predstavljajo spojine z visoko molekulsko maso, kot so kondenzirani tanini. Polifenoli z nizko
molekulsko maso, na primer katehini, proantocianidini, fenolne kisline in flavonoli sestavljajo
samo 20 % polifenolov hmelja (Magalhdes in sod., 2010). Aromati¢ne sorte hmelja vsebujejo
ve¢ polifenolov z niZjo molekulsko maso kot gren¢i¢ni hmelji. Povecanje alfa-kislin se
namre¢ lahko zgodi samo na racun zmanjSanja vsebnosti polifenolov (Almaguer in sod.,
2014). V zelo nizkih koncentracijah se v hmelju nahaja tudi resveratrol. Vsaka rastlina ima
znacilno polifenolno sestavo, nekateri polifenoli hmelja so znacilni samo za to rastlinsko
vrsto. Hmelj je tudi bogat vir preniliranih polifenolov (Magalhaes in sod., 2010).

Preglednica 4: Skupine polifenolov v hmelju (Almaguer in sod., 2014)

Skupina polifenolov Spojina
Flavonoli kvercetin
kamferol
glikozidi flavonola
rutin
astragalin

Flavan-3-oli katehin
epikatehin
dimeri flavanola
oligomeri flavanola

tanini

Fenolne (karboksilne) kisline  ferulna kislina

Ostali polifenoli prenilirani flavonoidi
resveratrol

Flavonoide v hmelju predstavljajo predvsem katehini in njihovi polimeri, proantocianidini,
kvercetin in kamferol. Kvercetin in kamferol se ne nahajata v prosti obliki, ampak kot

ey

sod., 2014).

Glavna predstavnika flavanolov v hmelju sta katehin in epikatehin. Monomeri katehina in
epikatehina se povezujejo v dimere, trimere in polimere. Te polimere imenujemo
proantocianidini ali kondenzirani tanini. Proantocianidini so sestavljeni iz najve¢ 8§
monomerov, kondenzirane tanine pa sestavlja ve¢ kot 8§ monomernih enot (Almaguer in sod,
2014).
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2.2.2 Prenilirani flavonoidi in ksantohumol

Iz hmeljnih storzkov so poleg etericnih olj in grenkih kislin identificirali tudi Stevilne
prenilflavonoide (Zanoli in Zavatti, 2008).

Prenilizacija je kemijska ali encimska adicija hidrofobne stranske verige na molekulo, ki je
lahko terpenoidna, aromatska spojina, protein ali drugo. Prenilacija aromatskih sekundarnih
metabolitov ima pomembno vlogo pri sintezi velike skupine molekul, ki imajo tudi
farmakolosko delovanje (Epifano in sod., 2007).

Za razliko od ostalih fenolnih snovi, prenilirane flavonoide najdemo le v redkih druzinah
rastlin. Od priblizno 1100 vseh znanih preliniranih flavonoidov so jih 80 % izolirali iz treh
druzin rastlin, konopljevk (skupaj s hmeljem), nebinovk in metuljnic. V zahodnem nacinu
prehranjevanja nobena od teh rastlin ne predstavlja pomembnega vira preniliranih
flavonoidov. Najpomembnejsi vir preniliranih flavonoidov predstavlja pivo (Stevens in sod.,
1999).

Prenilirani flavonoidi, ki se pojavljajo v hmelju so ksantohumol, izoksantohumol,
desmetilksantohumol, 6-prenilnaringenin, 8-prenilnaringenin in 6-geranilnaringenin (Chen in
sod., 2012). Med prenilflavonoidi je najbolj zastopan halkon ksantohumol (Zanoli in Zavatti,
2008).

2.2.2.1 Sinteza flavonoidov

Sinteza flavonoidov se zacne s kondenzacijo p-kumaril koencima A (CoA) s tremi
molekulami malonil-CoA. Produkt reakcije, ki jo katalizira halkon sintaza, je naringenin
halkon (tetrahidroksihalkon) (Stevens in Page, 2004; Cooper-Driver, 2001). Vecina rastlin ne
akumulira halkonov, zato potece izomerizacija z encimom halkon izomeraza. Tvori se t.i.
C obro¢, nastane prvi flavanon, naringerin. Flavoni predstavljajo pomembno tocko v
biosintezi flavonoidov, saj so prekurzorji flavonov, izoflavonov in dihidroflavonolov, iz
katerih nastajajo flavonoli in antocianidini (Cooper-Driver, 2001; Schijlen in sod., 2004).

2.2.2.2 Ksantohumol

Ksantohumol (3'-3,3-dimetil alil-2',4',4-trihidroksi-6'-metoksihalkon) predstavlja do 1 % suhe
teze hmeljnih storzkov (Poplonski in sod., 2013). Ksantohumol, polifenol iz skupine
prenilflavonoidov, se nahaja v lupulinskih Zlezah skupaj z alfa- in beta-kislinami ter
etericnimi olji. Vsebnost ksantohumola in njegovo razmerje z alfa-kislinami je odvisno od
sorte hmelja, lokacije in rastnih razmer (Hrastar in sod., 2006).

Terpenofenolne spojine, kot sta ksantohumol in humulon, imajo v rastlinah vlogo zascite pred
insekti, ki se hranijo s storzki in semeni (Stevens in Page, 2004).
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Pod vplivom toplotne obdelave in povisane vrednosti pH se ksantohumol lahko pretvori v
prenilflavanon izoksantohumol. Izoksantohumol je najbolj zastopan prenilflavonoid v pivu
(Zanoli in Zavatti, 2008). Njegova koncentracija se giblje med 0,04 in 3,44 mg/L (Magalhaes
in sod., 2007). Tudi ostali halkoni, ki se pojavljajo v 10-100 kratnih nizjih koncentracijah, se
izomerizirajo v ustrezne flavanone (Zanoli in Zavatti, 2008). V hmeljnih storzkih so zasledili
najmanj 13 ostalih halkonov (Chen in sod., 2012; Magalhaes in sod., 2010).

Ksantohumol je znan po Sirokem spektru bioloskih aktivnosti, kot so antioksidativna,
protivnetna, antibakterijska in protivirusna ter antikancerogena (Poptonski in sod., 2013).
Ksantohumol zavira oksidacijo lipoproteinov nizke gostote. Nekatere Studije kazejo, da bi
ksantohumol lahko uporabljali pri zdravljenju virusa HIV in pri inhibiciji zajedalca
Plasmodium falciparum, ki povzro¢a malarijo (Magalhées in sod., 2007). Ksantohumol vpliva
na zmanjSanje genotoksicnosti, ki jo povzrocajo reaktivni kisikovi radikali in deluje na
razlicne skupine mutagenov, ki jih najdemo v hrani, kot so policikli¢éni aromatski
ogljikovodiki in heterocikli¢ni aromatski amini (Ferk in sod., 2010). Raziskovalci vlagajo
veliko truda v povecanje bioloske aktivnosti ksantohumola (Poptonski in sod., 2013).

Sinteza ksantohumola

Ksantohumol nastane iz naringenin halkona. V tem primeru je nastanek flavanona inhibiran,
saj ne poteCe izomerizacija s halkon izomerazo. Prenilizacija obro¢a A poteCe z
dimetilalildifosfatom, pri tem nastane desmetilksantohumol. V naslednjem koraku potece
metilacija 6'-hidroksilne skupine, pri ¢emer nastane ksantohumol. Vrstni red prenilizacije in
metilacije Se ni natan¢no doloc¢en, ampak prisotnost desmetilksantohumola v hmelju nakazuje,
da prenilizacija poteCe pred metilacijo (Stevens in Page, 2004). Sintezo ksantohumola
prikazuje slika 1.



11

Janzekovi¢ N. Vpliv dodatka ksantohumola na zmanj$anje tvorbe produktov Maillardove reakcije v sekljancih.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

plumaril CoA
Q o
halkon sintaza s CoAs” Om
: malonil CoA
O L
naring enin halkon
oPP
prenil-transferaza b
¥

HO,, OH _OH
OH
desme fil ksantehumeol
O-metiltransferaza
oCcH oM i MO
naraianje pH

padanje pil

A -]
O Q

ksantohumol izoksantehumol

Slika 1: Sinteza ksantohumola in izomerizacija v izoksantohumol (Gongalves in sod., 2013)

2.3 MAILLARDOVA REAKCIJA

Maillardova reakcija je ena najpomembnejSih kemijskih reakcij, ki poteka med toplotno
obdelavo zivil. Med reakcijo nastajajo Stevilni produkti, ki lahko imajo antioksidativne,
antimikrobne, mutagene ali kancerogene lastnosti (Jaeger in sod., 2010).

Maillardova reakcija poteka brez prisotnosti encimov med reducirajo¢imi sladkorji in prostimi
amino skupinami (Finot, 2003). PovzroCa porjavenje hrane, vpliva na aromo zivil in
prehransko vrednost. Med reakcijo lahko nastanejo tako toksi¢ne snovi (kot sta na primer
akrilamid in heterocikli¢ni aromatski amini), kot tudi antioksidanti (Boekel, 2006).
Maillardova reakcija v glavnem poteCe samo na povrsini hrane. Potek Maillardove reakcije je
odvisen od temperature in Casa toplotne obdelave, vrednosti pH, vodne aktivnosti in vrste ter
razpolozljivosti reaktantov (Jaeger in sod., 2010).

2.3.1 Potek Maillardove reakcije

Maillardova reakcija je skupek kemijskih reakcij, ki nastane med segrevanjem reducirajocih
sladkorjev in spojin, ki imajo prosto amino skupino (aminokisline, amini, proteini) (Ames,
2003). Kemizem Maillardove reakcije je zelo zapleten. Ne zajema ene reakcijske poti, ampak
celo mrezo razli¢nih reakcij (Murkovic, 2004) (slika 2). Maillardovo reakcijo delimo v 3 faze.
V zacetni fazi potece kondenzacija med amino skupino in reducirajo¢im sladkorjem, pri
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cemer nastane N-glikozilamin, ki se v primeru aldoze pretvori v t.i. amadorijev produkt, v
heynsov produkt v pa primeru, da je reducirajoc¢i sladkor ketoza (Boekel, 2006). Nastanek
amadorijevega produkta je nujen za nadaljevanje reakcije (Finot, 2003).

Vmesna faza se zacne z amadorijevim oz. heynsovim produktom in vodi do fragmentacije
sladkorja in sprostitev amino skupine (Boekel, 2006). Razpad Amadorijevega produkta je
odvisen od vrednosti pH. Pri vrednosti pH, nizji od 7, poteCe 1,2-enolizacija, pri Cemer
nastane furfural ali hidroksimetilfurfural. Nastanek furfurala ali hidroksimetilfurala je odvisen
od tega ali v reakcijo vstopa pentoza ali heksoza. Pri vrednosti pH visji od 7, amadorijev
produkt razpade na 4-hidroksi-5-metil-2,3-dihidrofuran-3-on in razli¢ne produkte kot so
acetol, piruvaldehid in diacetil. Vse te spojine so zelo reaktivne in lahko sodelujejo v
nadaljnjih reakcijah. Karbonilne skupine se lahko kondenzirajo s prostimi amino skupinami,
kar pomeni vkljucitev dusika v reakcijske produkte. Dikarbonili lahko reagirajo z
aminokislinami, pri ¢emer nastanejo aldehidi in a-aminoketoni. Ta reakcija je znana kot
Streckerjeva razgradnja (Martins in sod., 2001). Streckerjeva razgradnja znacilno vpliva k
razvoju arome (Boekel, 2006). V zadnji fazi potecejo dehidracija, fragmentacija, ciklizacija in
polimerizacija, v katerih ponovno nastopa amino skupina (Boekel, 2006). Kon¢ni produkti
reakcije so rjavi duSikovi polimeri in kopolimeri, znani kot melanoidini (Martins, 2001). V
reakciji nastanejo tudi aldehidi, ketoni, dikarbonili in heterocikli¢ni amini, ki prispevajo k
aromi zivil (Wong in sod., 2012).

Maillardova reakcija lahko torej poteka po ve¢ poteh, odvisno od temperature, vrednosti pH
in lastnosti reaktantov (vrsta sladkorja, vrsta aminokisline ali proteina) (Boekel, 2006). Obseg
reakcije lahko zmanjSamo z odstranitvijo prekurzorjev, npr. reducirajoc¢ih sladkorjev iz hrane
bogate s proteini ali amino skupin iz hrane bogate z ogljikovimi hidrati. Hitrost Maillardove
reakcije narasca s temperaturo. Reakcija najhitreje potece pri vodni aktivnosti od 0,5 do 0,8.
Pri nizji vodni aktivnosti poteka poCasneje, saj so reaktanti manj mobilni. Zato se produkti
Maillardove reakcije tvorijo v skorji toplotno obdelanih zivil, kjer je zaradi toplotne
dehidracije manjsa vsebnost vode (Ames, 2003).
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Slika 2: Shema Maillardove reakcije (Martins in sod., 2001)

2.3.2 Vpliv Maillardove reakcije na aromo in barvo Zivil

Znanstveniki so identificirali na stotine spojin, ki nastanejo med Maillardovo reakcijo in
vplivajo na aromo Zivil. Vecina teh snovi je hlapnih in zato vplivajo na vonj, nekatere
vplivajo tudi na okus. Maillardova reakcija je odgovorna za znacilno aromo prazene kave,
toplotno obdelanega mesa, kruha, piskotov, kosmicev, prazenih oreSckov in peCenega
krompirja (Ames, 2003).

Hlapne spojine, ki nastanejo med Maillardovo reakcijo, lahko razdelimo v 3 skupine:
e spojine, ki nastanejo iz sladkorjev (furani, pironi, ciklopenteni, karbonili, kisline),
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e spojine, ki nastanejo iz aminokislin (piroli, piridini, pirazini, oksazoli),
e spojine, ki za nastanek potrebujejo sladkorje in aminokisline (Zveplove spojine,
aldehide, tiazole, cikli¢ne polizveplove spojine) (Ames, 2003).

Strogo gledano, med Maillardovo reakcijo nastanejo samo spojine iz tretje skupine (Ames,
2003).

Tvorba aromatskih snovi med Maillardovo reakcijo je odvisna od vrste sladkorjev in
aminokislin ter od reakcijske temperature, Casa, vrednosti pH in vsebnosti vode. Vrsta
sladkorjev in aminokislin vpliva na vrsto aromatskih spojin, ki bodo nastale. Reakcijska
temperatura, trajanje, pH in vsebnost vode vplivajo na kinetiko reakcije. Na aromo mesa v
glavnem vplivajo zveplove spojine, ki nastanejo iz cisteina in riboze. Za aromo zivil so prav
tako pomembni tudi aldehidi, ki nastanejo med Streckerjevo razgradnjo in produkti, ki
nastanejo iz njih (Boekel, 2006).

Manj je znano o produktih Maillardove reakcije, ki vplivajo na okus. Nekateri derivati pirola
lahko vplivajo na grenek okus prazene kave in slada (Ames, 2003).

Spojine, ki se tvorijo na zacetku Maillardove reakcije so brez barve in absorbirajo zarke v UV
spektru. Med nadaljevanjem reakcije nastajajo tudi kromofori, ki absorbirajo v vidnem delu
spektra. Nastanejo rumena, oranzna in rjava barva. Maillardova reakcija je odgovorna za
zazeleno rumeno in rjavo barvo zivil, kot so skorja kruha, krompirjev Cips, pokovka in
piskoti. Maillardova reakcija lahko vodi do diskoloracij segretih sadnih sokov in mleka v
prahu (Ames, 2003).

Barvne produkte Maillardove reakcije lahko razdelimo na 2 skupini, nizko molekularne in
visoko molekularne spojine. Nizko molekularne spojine imajo do pet povezanih obrocev. Med
visoko molekularne spojine pristevamo melanoidine (Ames, 2003).

2.3.3 Vpliv Maillardove reakcije na prehransko vrednost

Maillardova reakcija ima neposreden in posreden vpliv na prehransko vrednost. Neposredno
vpliva s kemijsko modifikacijo esencialnih hranil, s ¢imer jih naredi nedostopne, posredno pa
prisotnost produktov reakcije moti metabolizem ostalih hranil (Finot, 2003).

Maillardova reakcija lahko s tvorbo Amadorijevih produktov vpliva na zmanjSanje
dostopnosti esencialnih aminokislin. V vecini zivil je navec¢ja razgradnja lizina. Askorbinska
kislina in vitamini s prosto amino skupino (npr. tiamin) lahko sodelujejo v Maillardovi
reakciji, kar vpliva na zmanjSano aktivnost vitaminov (Ames, 2003). Posredni vpliv
Maillardove reakcije na prehransko vrednost se kaze v zmanjSanju prebavljivosti beljakovin.
Peptidaze in proteaze namre¢ ne morejo hidrolizirati peptidne vezi, ki vkljuuje modificirane
aminokisline (Finot, 2003). Razli¢ni produkti Maillardove reakcije lahko vezejo prehransko
pomembne kovine, kot so baker, cink in Zelezo ter zmanjSajo njihovo dostopnost (Ames,
2003).
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2.3.4 Antioksidativna aktivnost

Melanoidini in ostali produkti Maillardove reakcije imajo antioksidativne lastnosti, saj lahko
lovijo proste radikale ali kelirajo kovine. Najvisjo antioksidativno aktivnost imajo produkti, ki
nastanejo iz histidina. Produkti Maillardove reakcije, ki imajo v svoji strukturi amino
reduktone, imajo antioksidativno in prooksidativno aktivnost, ki je odvisna od pogojev
reakcije (Yilmaz in Toledo, 2005).

Maillardova reakcija lahko vpliva na oksidativno stabilnost Zzivil, saj lahko nekateri produkti
zavirajo oksidacijo lipidov. Antioksidativno aktivnost lahko izboljSamo s povecanjem
vrednosti pH, saj s tem vplivamo na povecan nastanek melanoidinov in prav tako v produkte
Maillardove reakcije vklju¢imo dusik (Ames, 2003).

2.4 HETEROCIKLICNI AROMATSKI AMINI (HCA)

Heterociklicni aromatski amini so spojine, ki nastanejo med toplotno obdelavo mesa in rib
(Vitaglione in Fogliano, 2004). Nastajajo v majhnih koli¢inah (ng/g) pri toplotni obdelavi
misSi¢ne hrane nad 150 °C (Knize in sod., 1997). HCA so mutagene in kancerogene spojine
(Murkovic, 2004). Stevilne epidemioloske raziskave kaZejo, da pogosto uZivanje mesa, ki
vsebuje HCA, povecCuje tveganje za nastanek raka na debelem crevesju, prostati in dojkah.
HCA in njihovi metaboliti so prisotni tudi v ¢loveskih tkivih, kar kaze, da HCA povzrocajo
genetske poskodbe Ze pri tako nizkih koncentracijah, kot so v toplotno obdelanem mesu
(Turesky, 2007). HCA se tvorijo med Maillardovo reakcijo med kreatinom/kreatininom,
prostimi aminokislinami in monosaharidi (Skog in sod., 1998; Balogh in sod., 2000).

Do zdaj so iz hrane izolirali in identificirali ve¢ kot 25 vrst HCA (Hasnol in sod., 2014).
Preglednica 5 prikazuje nekatere HCA, ki jih lahko najdemo v hrani in modelnih sistemih.

2.4.1 Vrste HCA in njihov nastanek

Glede na nastanek lahko HCA delimo v 2 skupini, in sicer na aminoimidazol-azarene (AIA)
in amino-karbonile. Glede na kemijske lastnosti jih lahko delimo na polarne (AIA) in
nepolarne (amino-karbonili) (Pais in Knize, 2000). AIA nastanejo med Maillardovo reakcijo,
in sicer v kompleksnih reakcijah, ki vkljucujejo kreatin, proste aminokisline in ogljikove
hidrate. (Quelhas in sod., 2010). Aminoimidazol-azareni ne morejo nastajati brez prisotnosti
kreatina (Murkovic, 2004). V eni izmed stopenj Maillardove reakcije nastanejo pirazini in
pirido[3,4-d]imidazoli, ki so vkljuCeni v nastanek HCA (Murkovic, 2004). Domnevajo, da v
zacetni fazi nastanejo dihidropirazini (ali piridini) in aldehidi, ki so produkti Maillardove
reakcije. V koncni fazi potece kondenzacija teh komponent s kreatinom (Kikugawa, 1999).
AIA nastajajo pri obicajnih temperaturah toplotne obdelave, med 100 in 225 °C (Pais in
Knize, 2000).
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HCA iz skupine aminoimidazol-azarenov so bistveno bolj mutageni kot ostale spojine.
Problem predstavlja tudi dejstvo, da nastajajo pri obicajnih pogojih kuhanja (Pais in Knize,
2000).

Amino-karbonili nastanejo s pirolizo proteinov ali aminokislin pri temperaturah nad 250 °C
(Quelhas in sod., 2010). B karbonila harman in norharman veljata za izjemi, saj nastajata Ze
pri obicajnih temperaturah toplotne obdelave (Gibis in Weis, 2010). Amino-karbonili se
verjetno tvorijo med reakcijami prostih radikalov, vendar e mehanizem ni povsem znan. Med
pirolizo nastane veliko reaktivnih fragmentov, ki se tvorijo preko reakcij prostih radikalov. Ti
fragmenti se verjetno kondenzirajo in tvorijo novo heterocikli¢no strukturo (Skog in sod.,
2000). Piroliza triptofana in glutaminske kisline vodi do nastanka Trp-P-1, Trp-P-2 in Glu-P-1
ter Glu-P-2. V modelnih sistemih, v katerih sta prisotna triptofan in glukoza, nastaneta
harman in norharman (Bordas, 2004).

Pri vlaznih postopkih toplotne obdelave mesa nastajajo manjse kolicine HCA. Pri temperaturi
nad 150 °C pa njihova koli¢ina strmo naraste. Temperature nad 150 °C dosezemo na povrsini
mesa, kadar ga cvremo, peCemo, pecemo na zaru ali prazimo (Murkovic, 2004).

HCA imajo planarno zgradbo (slika 3). Sestavljeni so iz 3 aromatskih obrocev, imajo amino
skupino, vsaj en dusikov atom in do stiri metilne skupine kot funkcionalne skupine. Obstaja
tudi nekaj izjem. Na primer PhIP in DMIP imata samo dva povezana aromatska obroca,
harman in norharman nimata amino skupine, IFP ima v obrocu kisikov atom (Skog, 2004).
Nastanek HCA je odvisen od veliko dejavnikov: temperature in Casa toplotne obdelave,
koncentracije prekurzorjev, prisotnosti inhibitorjev in pospeSevalcev, koli¢ine lipidov in vode
ter vrednosti pH (Toribio in sod., 2000). Najpomembnejsa fizikalna dejavnika sta temperatura
in ¢as toplotne obdelave. Koli¢ina HCA naras¢a premo sorazmerno s temperaturo in casom
toplotne obdelave (Ahn in Griin, 2005).

Preglednica 5: HCA, ki jih lahko najdemo v hrani in modelnih sistemih (Toribio in sod., 2000)

Ime Okrajsava

Aminoimidazo azareni

2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin 1Q
2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5f]kinolin MelQ
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinoksalin 1Qx
2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 4-MelQx
2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 8-MelQx

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 5: HCA, ki jih lahko najdemo v hrani in modelnih sistemih (Toribio in sod., 2000)

Ime OkrajSava
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 4,8-DiMelQx
2-amino-3,7,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 7,8-DiMelQx
2-amino-3,4,7,8-tetrametilimidazo[4,5-f[kinoksalin TriMelQx
2-amino-4-hidroksimetil-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 4-CH,0OH-8-MelQx
2-amino-1,7,9-trimetilimidazo[4,5-g]kinoksalin 7,9-DiMelgQx
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin PhIP
2-amino-1,6-dimetil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin DMIP
2-amino-1-metil-6-(-4-hidroksifenil)imidazo[4,5-b]piridin 4'-OH-PhIP
2-amino-1,6-dimetilfuro[3,2,-e]imidazo [4,5-b]piridin IFP

Amino-karbonili

2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AaC
2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol MeAaC
1-metil-9H-pirido[4,3-b]indol H
9H-pirido[4,3-b]indol NH
3-amino-1,4-dimetil-5H- pirido[4,3-b]indol Trp-P-1
3-amino-1-metil-5H- pirido[4,3-b]indol Trp-P-2
2-amino-6-metildipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol Glu-P-1
2-aminodipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol Glu-P-2
2-amino-5-fenilpiridin Phe-P-1
4-amino-6-metil-1H-2,3,10,10b-tetraazafluoranten Orn-P-1

4-amino-1,6-dimetil-2-metilamino-1H,6H-pirolo[3,4-f]benzimidazole-5,7-dione  Cre-P-1
3.,4-ciklopentenopirido[3,2-a]karbazol Lys-P-1 (Liz-P-1)
9-metil-p-karbolin Harman

9-(4'-amino-fenil)9-H-pirido[3,4-b]indol oziroma B-karbolin Norharman
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Aminoimidazo azareni
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Slika 3: Strukturne formule nekaterih HCA (Bermudo in sod., 2005)

2.4.2 Mutagenost in kancerogenost heterocikli¢nih aromatskih aminov

Kancerogenost HCA so dokazali na misih in podganah. Mednarodna agencija za raziskovanje
raka je klasificirala 1Q kot verjetno kancerogenega za ljudi in MelQ, MelQx, PhIP in
nepolarne HCA kot mozne kancerogene (Murkovic, 2004). Nekateri HCA lahko v zivalskih
modelih povzrocijo nastanek tumorjev na debelem cCrevesju, prostati in dojkah.
Epidemioloske studije kazejo, da obstaja pozitivna koleracija med uzivanjem dobro pecenega
rdecega mesa (well done) in tveganjem za razvoj doloCenih vrst raka (Wong in sod., 2012).
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HCA so potencialno mutageni po metabolni aktivaciji. Harman in norharman nista mutagena,
vendar povecata mutagenost ostalih HCA (Toribio in sod., 2000). Metaboliti HCA se lahko
kovalentno vezejo na DNA, RNA in proteine. Tak$ne adukte so nasli v skoraj vseh vrstah tkiv
pri misih, podganah in primatih. Tudi, ¢e samo majhen del HCA tvori adukte, je to lahko
dovolj za indukcijo tumorjev in ostalih toksi¢nih u¢inkov (Skog, 2004).

Aktivacija HCA potece v 2 korakih. V prvem koraku potece N-hidroksilacija eksocikli¢ne
amino skupine z encimom citokrom P450. Pozneje potece esterifikacija N-hidroksilamina.
Visoko reaktivni derivati estrov tvorijo DNA adukte. HCA-DNA adukti povzro¢ajo mutacije,
ki lahko privedejo do karcinogeneze. Metabolna aktivacija HCA ima klju¢no vlogo pri
razvoju karcinogeneze (Snyderwine in sod., 1997).

2.4.3 Izpostavljenost in dnevni vnos heterociklicnih aromatskih aminov

Izpostavljenost HCA lahko ocenimo s prehransko oceno in kombinacijo analiti¢nih podatkov
o vsebnosti HCA v razli¢nih zivilih. Koli¢ino zauzitih HCA lahko ovrednotimo tudi z
bioloskimi markerji ali s kombinacijo prehranske ocene z bioloskimi markerji, na primer z
dolo¢anjem metabolitov v urinu po zauZzitem obroku. Pri podatkih iz literature se lahko pojavi
tezava, saj so bili nekateri poskusi izvedeni pod nedolo¢enimi pogoji ali pri zelo visokih
temperaturah in daljSem casu toplotne obdelave. Tezavno je tudi posploSevanje med
razlicnimi populacijami, saj se nacini toplotne obdelave in prehranske navade med
populacijami razlikujejo. Na primer, na Svedskem obi¢ajno ostanke iz ponve, kjer je ponavadi
ve¢ HCA v primerjavi z mesom, uporabijo za pripravo omake. Ce zauZijemo samo meso, brez
ostankov iz ponve, lahko zauzijemo za polovico manj HCA. V epidemioloskih §tudijah je bilo
dokazano, da je uzivanje takSnih omak povezano s povecanim tveganjem za razvoj raka na
debelem Crevesju, danki in mehurju (Skog, 2002).

Za oceno izpostavljenosti HCA je potrebno hrano pripraviti na nacin, ki se obicajno uporablja
v gospodinjstvu in restavracijah. Povezava med stopnjo peCenosti in porjavenjem na povrsini
se lahko razlikuje, ker zivilo cvremo krajsi Cas pri visji temperaturi oziroma daljsi ¢as pri
nizji temperaturi. Zelo mo¢no porjavenje povrSine je povezano s povecanim tveganjem za
razvoj raka na debelem ¢revesu in danki. Razli¢ni pogoji priprave hrane lahko vodijo do
enake stopnje porjavenja povrSine, medtem ko se kolicina HCA lahko razlikuje (Skog, 2002).

Vnos HCA je odvisen od vrste Zivila in nacina priprave ter od velikosti porcije in pogostosti
uZivanja. Izradunani dnevni vnosi HCA so na Svedskem od 0-7 pg, Novi Zelandiji 1 pg ter
ZDA med 0,3 in 0,5 pg (Skog, 2002).

Najve¢ HCA je na povrsini mesa, manjSe koli¢ine pa so lahko prisotne tudi v notranjosti
ocvrtega mesa. V mesu je vsebnost HCA vi§ja kot v ribah. Prav tako je vsebnost HCA vi§ja v
zivilih iz ene vrste mesa, v primerjavi z zivili iz ve¢ vrst mesa. Komercialno pripravljena
zivila obicajno vsebujejo zelo nizke koli¢ine HCA, lahko tudi pod mejo detekcije (Skog in
sod., 1998).
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Preglednica 6: Vsebnost HCA (vsota 1Q, MelQ, MelQx, DiMelQ in PhIP) v nekaterih zivilih (Skog, 2002)

Vrsta Zivila HCA (ng/g)

Meso Ostanek v ponvi Vsota
Slanina 26 1 27
Goveje pleskavice 7 10 17
Puranji zrezek 5 7 12
Pis¢anec 11 1 12
Mesne kroglice 9 2 11

2.4.4 Ukrepi za zmanjSevanje nastanka heterocikli¢nih aromatskih aminov

Z nekaterimi ukrepi lahko zmanjSamo nastanek HCA. Med njih uvrs¢amo:

e zavijanje mesa v aluminijasto folijjo, s Cimer prepre¢imo direkten kontakt s
plamenom/ognjem (Oguri in sod., 1998),

e predhodno segrevanje mesa v mikrovalovni peCici z namenom odstranitve
kreatina/kreatinina (izguba prekurzorjev z izcejo) (Oguri in sod., 1998),

e odstranjevanje zapecenih delov mesa (Oguri in sod., 1998),

e dodatek antioksidantov (Oguri in sod., 1998),

e dodatek snovi, ki vezejo vodo, npr. soli, sojinih beljakovin in Skroba, ki preprecijo
migracijo vodotopnih prekurzorjev proti povrSini mesa (Skog in sod., 1998),

e meso ali mesne izdelke pred toplotno obdelavo paniramo ali mariniramo (Skog in
sod., 1998).

Fenolne spojine lahko z lovljenjem prostih radikalov zmanjsajo nastajanje HCA v modelnih
sistemih in mesnih produktih (Gibis in Weiss, 2010). Antioksidanti lahko teoreti¢no
zmanjs$ajo nastanek HCA, saj lahko lovijo proste radikale, ki vodijo v nastanek HCA.
Dokazano je, da dodatek posameznih ali meSanice antioksidantov inhibira mutagenezo ali
karcinogenezo inducirano s HCA. Ta ucinek je verjetno kon¢ni rezultat razlicnih akcij v vec¢
korakih, ki vplivajo na razvoj in aktivacijo HCA. Antioksidanti delujejo kot inhibitorji, ki
preprecujejo nastanek mutagenov z lovljenjem prostih radikalov, kot zaviralci, ki z inhibicijo
metabolne aktivacije preprecujejo biotransformacijo mutagenov v reaktivne metabolite, s
stimulacijo detoksifikacijskih encimov, lovljenjem reaktivnih molekul, kot agensi, ki
preprecujejo znotrajcelicne procese, ki so vkljuCeni v popravljalne mehanizme DNA,
promocijo in progresijo tumorja (Vitaglione in Fogliano, 2004).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIAL IN POTEK DELA

V okviru eksperimentalnega dela naloge smo doloc€ili osnovno kemijsko sestavo presnega
govejega mesa, doloCili vsebnost ksantohumola v etanolnih ekstraktih hmelja ter vsebnost
posameznih heterociklicnih aminov v govejih sekljancih, izdelanih iz govejega mesa in
kuhinjske soli, na katero smo predhodno vezali etanolni ekstrakt hmelja.

Ekstrakte hmelja smo pripravili iz 4 razli¢nih sort hmelja (Aurora, Bobek, Celeia in Savinjski
golding), dveh letnikov, 2009 in 2013. Ves hmelj je bil pridelan v Hmeljarstvu Cas/Lupoin
d.d.

Ekstrakte hmelja smo pripravili tako, da smo v ¢aSo zatehtali 10 g predhodno zmletih suhih
hmeljnih storzkov (IKA®, A11 basic) in dodali 200 ml 70 % etanola (Kefo, 1000800). Sledilo
je meSanje na magnetnem mesalu. Vsebino ¢ase smo prelili v 50 ml centrifugirke (Sarstedt,
62.548.004) in 5 minut centrifugirali (Eppendorf, centrifuge 5810). Supernatant smo dvakrat
filtrirali, najprej skozi naguban filter papir (Satorius, filter papir, 388) in kasneje skozi filter
papir (Satorius, filter papir, 391) v 200 ml merilno bucko. Vsebino merilne bucke smo do
oznake dopolnili z etanolom (Kefo, 1000800). Ekstrakte smo shranili v hladilniku pri
temperaturi 4 °C.

Za vezavo ekstraktov hmeljev letnika 2009 na sol smo v 100 ml okroglo bucko odpipetirali
10 ml ekstrakta hmelja v 70 % etanolu, dodali 10 g NaCl (Droga, fino mleta morska sol) in
50 ml 70 % etanola (Kefo, 1000800). Vsebino bucke smo na rotavaporju (Buchi, rotavapor R-
215) odparevali do suhega in susili v suSilniku pri 105 °C. Sol z vezanim ekstraktom smo
zdrobili v terilniku in prenesli v plasti¢ne posodice s pokrovom.

Za vezavo ckstraktov hmeljev letnika 2013 na sol smo uporabili drugacen postopek. V
plasti¢no posodico smo zatehtali 10 g NaCl (Droga, fino mleta morska sol) in ji dodali 10 ml
etanolnega ekstrakta s hmeljem, dobro premesali ter ¢ez noc¢ susili v susilniku pri 60 °C. Po
suSenju smo sol zdrobili v terilniku in jo shranili v plasti¢éne posode.

Za pripravo pleskavic smo uporabili stegno mlade govedi, ki smo ga zmleli v mesoreznici z
luknja¢o premera 8 mm. Zatehtali smo 80 g mletega mesa in mu dodali dve koliini
ekstraktov hmelja vezanih na sol, in sicer 0,5 g ekstrakta hmelja vezanega na sol (+ 0,5 g
NaCl) ter 1,0 g ekstrakta vezanega na sol. Kontrolnemu sekljancu smo dodali 1,0 g NaCl.
Maso smo premesali v meSalniku in v petrijevkah oblikovali sekljance, ki smo jih 4 min pekli
na dvoplos¢nem zaru s teflonsko prevleko (Silex, Nemcija) pri 240 °C. Sekljance smo
stehtali, zapakirali v polietilenske vrecke, jih zamrznili in nato zmleli v mlincku (IKA, A1l
basic) do homogene strukture in jih takoj uporabili za analizo. Preostanek sekljancev smo
vakuumsko zapakirali in zamrznili pri -35 °C.
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3.2 METODE

3.2.1 Osnovna kemijska sestava presnega mesa

Osnovno kemijsko analizo vzorca smo dolocili s fizikalno-kemijskimi in instrumentalnimi
analizami.

Goveje meso smo homogenizirali v mlincku (Retsch, GRINDOMIX GM 2000) in mu dolo¢ili
osnovno kemijsko sestavo. Preostanek mesa smo zapakirali v polietilenske vrecke in
zamrznili. Vse parametre smo dolocali v 6 paralelkah.

3.2.1.1 Fizikalno-kemijske analize dolocanja osnovne kemijske sestave mesa

Vsebnost vode v presnem govejem mesu smo dolocili s suSenjem po uradnem postopku,
opisanem v AOAC Official Method 950.46 (1997), vsebnost beljakovin (skupni dusik X 6,25)
po uradnem postopku opisanem v AOAC Official Method 928.08 (1997), vsebnost mascobe
po uradnem postopku, opisanem v AOAC Official Method 991.36 (1997) in vsebnost skupnih
mineralnih snovi po uradnem postopku, opisanem v AOAC Official Method 920.153 (1997)

3.2.1.2 Instrumentalna metoda doloc¢anja osnovne kemijske sestave mesa

Osnovno kemijsko sestavo mesa smo analizirali tudi z metodo NIR. To je hitra metoda
dolocanja, ki temelji na uporabi bliZnje infrardece svetlobe.

Homogeniziran vzorec smo prenesli na posebne okrogle pladnje (FOSS, 60000304). Vsebnost
vode, beljakovin in mascob smo dolocili z aparatom Food Scan™ Meat Analyser (FOSS), ki
se uporablja za analizo mesa in mesnih izdelkov.

3.2.2 Doloc¢anje vsebnosti ksantohumola v ekstraktih hmelja

Ksantohumol smo ekstrahirali z ekstrakcijo s trdno fazo in ga dolocili s HPLC.
Kromatograme smo obdelali z racunalniskim programom Mass Lynx™ V4,1 (Micromass,
2006).

Za ekstrakcijo ksantohumola smo uporabili kolono Strata-X 500 mg (8B-S100-HBJ,
Phenomenex), ki smo jo predhodno kondicionirali z 8 ml metanola (Merck, 1.06007) in
uravnotezili z 8 ml destilirane vode. Nanesli smo vzorec, pripravljen iz 1 ml etanolnega
ekstrakta hmelja in 5 ml destilirane vode, koncna vsebnost etanola v ekstraktu je znasala
12 %. Kolono smo sprali z 8 ml destilirane vode. Sledilo je 5 minutno suSenje in eluiranje
fenolnih snovi z 8 ml meSanice metanol (Merck, 1.06007): acetonitril (Fluka, 34967) (1:1).
Epruvete z vzorci smo shranili v hladilniku pri 4 °C in jih pred analizo na HPLC prelili v 2 ml
viale.

3.2.2.1 Kromatografski pogoji in pogoji detekcije

HPLC: Agilent Technology 1100
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Vakuumski razplinjevalnik: G1379A

Binarna crpalka: GI312A

Avtomatski vzor¢evalnik:  G1330B

Termostat kolone: G1316A

DAD: G1315B

Pogoji

Nacin kromatografije: RP

Kromatografska kolona: Kinetex C18 2,6 um % 2,1 x 100 mm; Phenomenex
Mobilka A: 0,1 % HCOOH v vodi
Mobilka B: AcN

Volumen injiciranja: 10 pl

Temperatura vzorcev: 8°C

Temperatura kolone: 30 °C

Preglednica 7: Gradient tekocinske kromatografije

Cas (min) mobilka A (%) mobilka B (%) Pretok (ml/min)

0,00 97 3 0,300

2,00 97 3 0,300
20,00 40 60 0,300
21,00 0 100 0,300
25,00 0 100 0,300
26,00 97 3 0,300
35,00 97 3 0,300

Masni detektor: Micromass Quattro Micro; Waters

Nacin: ESI+
Kapilara (kV): 3,50
Cona (V): 22,00
Eksreaktor(V): 2,00
Leca (V): 0,5

Temperatura Cone (°C): 100
Temp. razprsilnega N, (°C): 350

Pretok N, Cone (I/h): 50
Pretok razprsilnega N, (I/h): 400
Nacin detekcije: SIR (Selected Ion Recording)

Preglednica 8: Pogoji detekcije na masnem spektrometru v SIR (Selected Ion Recording) nacinu

Spojina m/z (UV)
Ksantohumol 355,146

Kontrola DAD 240-600 nm
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3.2.2.2 Umeritvena krivulja

Za pripravo umeritvene krivulje (slika 4) smo raztopino ksantohumola z zacetno
koncentracijo 140 mg/l razred¢ili, tako da so koncentracije znaSale 1,4; 2,8; 7.0; 14 in
28 mg/l. S tako pripravljenimi raztopinami smo postopali enako kot z vzorci.

50000
y = 1553,7x + 99,05
45000 R¥=0,9996 /
40000
% 35000
R 30000

ca

€ 25000
20000 /
15000
10000 /
5000 ‘/J.
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Absorba

Slika 4: Umeritvena krivulja za dolo€anje ksantohumola v ekstraktih hmelja

3.2.3 Doloc¢anje vsebnosti HCA v pecenih govejih sekljancih

HCA smo ekstrahirali z ekstrakcijo s trdno fazo in jih dolocili s HPLC-MS v kombinaciji z
masnim spektrometrom. Kromatograme smo obdelali z racunalniSkim programom Mass
Lynx™ V4,1 (Micromass, 2006).

3.2.3.1 Priprava vzorca

Za dolocanje vsebnosti HCA smo uporabili modificirano metodo, kot jo opisujejo Santos in
sod. (2004). V 100 ml ¢aso smo odtehtali priblizno 3 g homogeniziranega vzorca in dodali
12 ml 1 M raztopine NaOH (Merck, 1.06498) ter 100 ul internega standarda (0,632 pg/g)
TriMelQx (TRC, A630000) v metanolu. Cae smo pokrili s parafilmom in jih &ez no¢
homogenizirali na magnetnem meSalu. V homogenat smo dodali 12 g diatomejske zemlje
EXtrelut®NT (Merck, 1.15092) in dobro premesali s stekleno pal¢ko. Stekleno kolono smo
napolnili s 70 ml etilacetata (Sigma-Aldrich, 34858-252), nalozili vzorec in pocasi
ekstrahirali. Eluat smo ocistili z metodo ekstrakcije s trdno fazo. Uporabili smo kolono Oasis
MCX 3cc 60 mg (Waters, 186000253), ki smo jo kondicionirali z 2 ml metanola (Merck,
1.06007) in uravnotezili z 2 ml etilacetata (Sigma-Aldrich, 34858-252). Nanesli smo ves eluat
in ga najprej sprali z 2 ml 0,1 M raztopine HCl (Merck, 1.09060) in nato Se z 2 ml metanola
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(Merck, 1.06007). Kolono smo posusili v toku zraka. Sledilo je eluiranje polarnih in
nepolarnih heterocikli¢nih aromatskih aminov z 2 ml meSanice metanol (Merck, 1.06007):
25 % amonijak (Merck, 1.05432) v razmerju 19:1 (v/v). Vzorec smo do suhega evaporirali v
vakuumski ¢rpalki (Genevac, HT-4X Evaporator) in ga raztopili v 250 mg metanola (Merck,
1.09060). Dolocevanje HCA je potekalo na LC-MS.

3.2.3.2 Kromatografski pogoji in pogoji detekcije

Preiskovane komponente oz. HCA smo lo¢ili z HPLC sistemom Agilent Technology 1100, ki
je sestavljen iz binarne Crpalke (G1312A), vakuumskega razplinjevalnika (G1379A),
termostata kolone (G1316A) in avtomatskega vzorcevalnika (G1330B).

Pogoji

Nacin kromatografije: RP (reverzna faza)

Kromatografska kolona: Kinetex C18 2,6 ym x 2,1 x 100 mm; Phenomenex
Mobilna faza A: 30 ml amonijev formiat (HCOONH4. Fluka, 09739; pH 3,2)
Mobilna faza B: acetonitril (Merck, 1.00030)

Volumen injiciranja: 1 ul

Temperatura vzorcev: 8°C

Temperatura kolone: 30 °C

Preglednica 9: Kromatografski pogoji (gradienti mobilne faze) pri dolo¢anju HCA

Cas (min) mobilna faza A (%) mobilna faza B (%) pretok (ml/min)

0,00 95 5 0,350
14,00 40 60 0,350
14,50 0 100 0,350
17,00 0 100 0,350
20,00 95 5 0,350
26,00 95 5 0,350

Posamezni HAA so bili doloceni na podlagi retencijskih ¢asov in m/z HAA 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).

Masni detektor: Micromass Quattro Micro; Waters

Nacin: ESI (Electrospray lonization)
Kapilara (kV): 3,50

Eksreaktor (V) 2,00

Temperatura vhodne lece (°C): 120

Temperatura razprsilnega N, (°C): 350

Pretok N, vhodne lece (I/h): 50

Pretok razprsilnega N, (I/h): 350

Nacin detekcije: SIR (Selected Ion Recording)
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Detekcija na masnem spektrometru je potekala v SIR nacinu pri pogojih, ki so navedeni v
preglednici 10.

Preglednica 10: Pogoji detekcije na masnem spektrometru v SIR nacinu

HCA m/z (ESI+) Cona (V)
1Q 199,20 40
1Qx 200,20 40
MelQx 214,20 40
Glu-P-2 185,20 40
harman 183,28 40
norhrman 169,26 40
PhIP 225,20 40
TriMelQx 242,26 40

3.2.3.3 Umeritvena krivulja s standardnim dodatkom in internim standardom

Za pripravo umeritvene krivulje smo pripravili meSanice standardov HCA (norharman,
harman, Glu-P-2, 1Q, IOx. MelQ, MelQx in PhIP) v razli¢nih koncentracijah (0,1; 0,2; 0,5;

W v

¢iS€enja za posamezne HCA (Polak, 2003).

3.2.3.4 Statisticna obdelava podatkov

Rezultate, pridobljene iz analiz, smo pripravili in uredili s programom Microsoft Excel 2007.
Osnovne statisticne parametre smo izracunali 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 govejih sekljancih je bil
zastavljen kot faktorski poskus 4 x 4 x 2 (4 vrste hmelja (Aurora, Bobek, Celea in Savinjski
golding), 4 skupin glede koncentracije dodanega ksantohumola (t.j. 0,1-0,5 mg/kg, 0,5-1,0
mg/kg, 1,0-1,5 mg/kg in 1,5-2,0 mg/kg) in 2 ponovitvi). Interakcija vrsta hmelja X
koncentracija dodanega ksantohumola je bila statisticno znacilna (p < 0,05) in zato vkljucena
v model. Pricakovane povprecne vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izracunane s
testom LSM in primerjane pri 5 % tveganju.
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4 REZULTATI

4.1 OSNOVNA KEMIJSKA SESTAVA PRESNEGA MESA

Osnovno kemijsko sestavo presnega mladega govejega stegna smo dolocili s fizikalno-
kemijsko analizo in z instrumentalno metodo, ki temelji na uporabi NIR.

4.1.1 Fizikalno-kemijske analize dolo¢anja osnovne kemijske sestave mesa

Rezultati analiz osnovne kemijske sestave so prikazani v preglednici 11. Mlado goveje stegno
v poprecju vsebuje 76,95 % vode, 22,47 % beljakovin, 0,83 % mascob in 1,09 % skupnih
mineralnih snovi.

Preglednica 11: Rezultati osnovne kemijske analize presnega govejega mesa z izraCunanimi osnovnimi
statistinimi parametri

Parameter (g/100 g) n X min  max so KV (%)
Voda 6 76,95 7695 77,20 0,13 0,17
Beljakovine 6 2247 21,09 24,63 127 5,64
Mascobe 6 083 0,75 092 0,07 7,86
Skupne mineralne snovi 6 1,09 1,05 1,10 0,02 1,75

n-Stevilo vzorcev, X-povprecna vrednost, min-najmanj$a vrednost, max-najvecja vrednost, so-standardni odklon,
KV-koeficient variabilnosti

4.1.2 Instrumentalna metoda dolo¢anja osnovne kemijske sestave presnega mesa

V preglednici 12 so podani rezultati osnovne kemijske sestave pleskavic, ki smo jih dolo¢ili z
instrumentalno metodo doloCanja, ki temelji na uporabi bliznje infrardece svetlobe (NIR).
Presno goveje meso vsebuje 77,10 % vode, 21,40 % beljakovin in 1,4 % mascob. V
primerjavi s fizikalno-kemijskimi analizami se odstopanje kaze v vsebnosti masScob in
beljakovin.

Preglednica 12: Rezultati osnovne kemijske analize presnega govejega mesa z izraCunanimi osnovnimi
statistiCnimi parametri

Parameter (g/100g) N X min  max so KV (%)

Voda 6 77,10 76,79 77,51 0,24 0,31
Beljakovine 6 21,40 21,31 21,49 0,06 0,28
Mascobe 6 146 142 1,55 0,04 2,99

n-Stevilo vzorcev, X-povprecna vrednost, min-najmanjsa vrednost, max-najvecja vrednost, so-standardni odklon,
KV-koeficient variabilnosti

4.2 DOLOCANJE KSANTOHUMOLA V EKSTRAKTIH HMELJA

V preglednici 13 so zbrani rezultati vsebnosti ksantohumola v ekstraktih hmelja. Sorte hmelja
letnika 2009 vsebujejo manjSo koli¢ino ksantohumola. Med sortami letnika 2009 najvec
ksantohumola vsebuje Bobek (61,4 mg/l), sledita mu Aurora (53,1 mg/l) in Celeia
(27,0 mg/l). Letnik 2013 vsebuje bistveno ve¢ ksantohumola. Med njimi izstopata Aurora
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(156,3 mg/l) in Bobek (125,9 mg/l). Sledita Savinjski golding (69,7 mg/l) in Celeia
(64,5 mg/l).

Preglednica 14 prikazuje vsebnost ksantohumola v posusenih storzkih hmelja letnikov 2009 in
2013.

Preglednica 13: Vsebnost ksantohumola (mg/1) v ekstraktih hmelja letnikov 2009 in 2013

Letnik 2009 2013

Sorta Aurora Bobek Celeia Aurora Bobek Celeia Savinjski golding
Ksantahumol 53,06 61,40 26,96 156,30 12594 64,52 69,74
(mg/l)

Preglednica 14: Vsebnost ksantohumola (mg/g) v hmelju letnikov 2009 in 2013

Sorta Letnik Ksantohumol (mg/g)
Aurora 2009 1,05
2013 3,12
Bobek 2009 1,22
2013 2,52
Celeia 2009 0,54
2013 1,29
Savinjski golding 2013 1,39

4.3 DOLOCANIJE VSEBNOSTI HCA V PECENIH GOVEJIH SEKLJANCIH

Preglednica 15: Rezultati dolocanja HCA (ng/kg) v govejih sekljancih z dodanimi ekstrakti hmelja vezanih na
sol z izraCunanimi osnovnimi statisticnimi parametri (n = 107)

Parameter Vrednost Standardni Koeficient
(ng/kg sekljanca)  poypre¢na najmanjsa najveja odklon variabilnosti (%)
Norharman 8,48 0,29 28,96 5,42 64
Harman 13,62 0,78 27,97 9,19 78
Glu-P-2 22,35 0,00 78,93 26,64 119
IQ 0,90 0,00 5,09 1,65 183
IQx 3,59 0,00 51,29 8,32 232
MelQx 19,36 2,05 52,74 9,21 48
PhIP 14,26 0,51 28,53 11,00 77
vsota skupnih” HCA 82,55 9,73 180,11 49,19 60

n - Stevilo obravnavanj v poskusu, skupnih* - norharman, harman, Glu-P-2, IQ, IQx, MelQx in PhIP.
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Rezultati dolocanja vsebnosti HCA v govejih sekljancih z dodatkom ekstraktov hmelja
vezanih na sol so prikazani v preglednici 15. Iz rezultatov je razvidno, da so vzorci glede
vsebnosti skupnih HCA dokaj nehomogeni. Vsebnost posameznih HCA v poskusu precej
variira zaradi razli¢ne koli¢ine dodanega ekstrakta hmelja vezanega na sol.V naSem poskusu
so koli¢ine HCA v obmo¢ju med 0,00 (Glu-P-2. IQ in 10x) in 78,93 (Glu-P-2) pg/kg
sekljanjca. Toplotno obdelani goveji sekljanci vsebujejo v povprecju najvec¢ Glu-P-2
(22,35 pg/kg), MelQx (19,37 pg/kg) in PhIP (14,26 pg/kg). Sledijo Harman (13,62 pg/kg),
Norharman (8,48 pg/kg) in IQx (3,59 pg/kg). V najmanjsi koli¢ini je prisoten I1Q
(0,90 ng/kg). Goveji sekljanci vsebujejo v povprecju 82,55 ng/kg HCA.

V preglednici 16 so prikazane vrednosti posameznih in skupnih HCA, ki so se tvorili med
pecenjem govejih sekljancev na dvoplos¢nem Zzaru pri temperaturi 240 °C. Sekljancem smo
dodali sol, na katero smo vezali ekstrakte hmelja razli¢nih sort in letnikov. Prikazane so tudi
vrednosti HCA v kontrolni skupini, kjer smo sekljancem dodali 1,0 g kuhinske soli
(NaCl)(NaCl). Tako smo ovrednotili koli¢ino 7 razli¢cnih HCA, in sicer norharmana, harmana,
Glu-P-2, 1Q, 10x, MelQx in PhIP. Vsota skupnih HCA predstavlja seStevek vseh nastetih
HCA.

Koncentracijo ksantohumola v ekstraktih hmelja, ki smo ga kasneje vezali na sol, smo zaradi
lazje obdelave rezultatov razdelili v $tiri skupine, in sicer 0,1-0,5; 0,5-1,0; 1,0-1,5 in 1,5-2,0
mg/kg sekljanca. Kot lahko vidimo v tabeli, niso vse sorte hmelja zastopane v vseh skupinah,
saj nekatere sorte hmelja vsebujejo nizjo vsebnost ksantohumola. Tako je v vseh skupinah
koncentracije zastopana samo sorta Aurora.

Vsebnosti ksantohumola v soli z vezanimi ekstrakti hmelja nismo dolocali, saj bi prisotnost
soli (NaCl) motila analizo.

Preglednica 16: Vpliv dodanega ekstrakta hmelja razlicnih sort na vsebnost HCA (pg/kg) v toplotno obdelanih
govejih sekljancih (n = 107, LSM test, o = 0,05)

HCA Konc XN Sorta hmelja

(ng/kg (mg/kg . —— Pu

sekljanca) sekljanca) Aurora Bobek Celeia Savinjski

golding

Norharman kontrola 8,07+0,99aAB | 8,07+0,99aB | 8,07+0,99aA 8,07+1,16aA | 1,0000
0,1-0,5 8,2342,74abAB | 9,29+2,96aB | 6,04+2,10bcB 4,46+0,89¢B | 0,0015
0,5-1,0 10,11£3,25bA | 18,43+9,78aA | 2,3742,16cC 1,234+0,15¢C | 0,0008
1,0-1,5 6,03+1,05B
1,5-2,0 7,41+0,29aAB | 2,714+2,16bB 0,0200
Px 0,2123 0,0005 0,0002 0,0002

Harman kontrola 24,5143,82aA | 24,51+3,82aA | 24,5143,82aA | 24,51+4,49aA | 1,0000
0,1-0,5 9,50+2,99aB | 7,63+2,78abC | 5,60+1,51bB | 8,05+1,91abB | 0,0019
0,5-1,0 9,16+2,40abB | 12,00+4,35aB | 5,32+7,44bcB 1,11+0,15¢C | 0,0052
1,0-1,5 4,42+0,60C
1,5-2,0 4,75+0,48aC | 1,86+1,38bD 0,0264
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 17: Vpliv dodanega ekstrakta hmelja razli¢nih sort na vsebnost HCA (pg/kg) v
toplotno obdelanih govejih sekljancih (n = 107, LSM test, a = 0,05)

HCA Kone XN Sorta hmelja Py
g:l%{jl;gnca) gz:(gl;l;;glca) Aurora Bobek Celeia Savinjski
golding
Glu-P-2 kontrola 51,05+£23,98aA | 51,05423,98aA | 51,05+23,98aA | 51,05+28,12a | 1,0000
A

0,1-0,5 <0,001bB <0,001bB 5,81£7,86bB | 19,51+£2,27aA | 0,0002
0,5-1,0 2,32+2.51cB 3,28+2,99¢B 16,10+6,17bB | 24,29+6,40aA | <0,000
1,0-1,5 0,72+0,63B :
1,5-2,0 10,94+4,93aB 8,76+5,46aB 0,6346
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1185

IQ kontrola 1,70£2,50aA 1,70£2,20aA 1,70£2,50aA 1,70£2,94aA | 1,0000
0,1-0,5 0,55+0,35aA 0,54+0,32aA 0,42+0,66aA 1,22+1,11aA | 0,3941
0,5-1,0 0,19+£0,25bA 0,18+0,27bA 0,13£0,11bA 1,69+1,53aA | 0,0026
1,0-1,5 0,68+0,42A
1,5-2,0 0,25+0,22aA 0,32+0,30aA 0,7805
Px 0,2958 0,1494 0,1147 0,9476

1Qx kontrola <0,001C <0,001B <0,001A <0,001B
0,1-0,5 <0,001bC <0,001bB 4,72+7,66abA 6,51£1,30aA | 0,2013
0,5-1,0 4,48+6,82abB | 13,08+18,16aA 1,06+1,83bA <0,001bB | 0,0199
1,0-1,5 10,42+2,92A
1,5-2,0 13,22+1,03aA 4,22+7,31aAB 0,1023
Px <0,0001 0,0109 0,0200 <0,0001

MelQx kontrola 25,67+4,40aA 25,67+4,40aA 25,67+4,40aA | 25,6745,17aA | 1,0000
0,1-0,5 15,73+6,19aB | 15,42+4,81aAB 15,36+5,76aB | 13,2543,67aB | 0,8634
0,5-1,0 15,9142,82abB | 25,08+15,23aA 6,39+2,26bC 3,60+£2,45bC | 0,0315
1,0-1,5 8,18+3,37C
1,5-2,0 20,74+1,49aAB 7,26+6,34bB 0,0231
Px <0,0001 0,0695 <0,0001 0,0014

PhIP kontrola 27,46+1,41aA 27,46+1,41aA 27,46+1,41aA | 27,46+1,65aA | 1,0000
0,1-0,5 5,26+2,23bBC 5,00+1,82bC 6,45+£5,78bB | 12,76+2,97aB | 0,1006
0,5-1,0 7,93+£6,65bB 11,12+6,13aB 1,56+0,82¢C 0,70+0,18cC | <0,000
1,0-1,5 7,07+1,49B :
1,5-2,0 2,70+0,17aC 1,55+1,10aC 0,1504
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 18: Vpliv dodanega ekstrakta hmelja razli¢nih sort na vsebnost HCA (pg/kg) v
toplotno obdelanih govejih sekljancih (n =107, LSM test, a. = 0,05)

HCA Konc XN Sorta hmelja Pu
(ng/kg (mg/kg Aurora Bobek Celeia Savinjski
sekljanca) sekljanca) golding
Vsota kontrola 138,46+16,61aA | 138,46£16,61aA | 138,46+16,61aA | 138,46+19,4 | 1,0000
skupnih TaA
HCA
0,1-0,5 39,27+12,53bC | 37,88+11,21bC | 44,40+17,91bB | 65,76+10,70 | 0,0918
aB
0,5-1,0 50,10+19,96bBC | 83,17+45,81aB | 32,92+17,95bB | 32,61+7,82b | 0,0014
C
1,0-1,5 37,52+6,68C
1,5-2,0 60,02+6,59aB | 26,67+17,74bC 0,0380
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002

n, Stevilo dolocanj znotraj skupine; Py, statisti¢na verjetnost vpliva sorte hmelja; Py, statistiCna verjetnost vpliva
koncentracije ksantohumola; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (**) se statisti¢no znacilno
razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razlicnimi sortami hmelja); vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko
znotraj stolpca (“B€) se statistiéno znacilno razlikujejo (p <0,05; znalilnost razlik med razlicnimi
koncentracijami ksantohumola)

Vsebnost 1Qx v kontrolnem vzorcu je pod mejo detekcije. Vpliv ksantohumola na tvorbo 1Qx
v sekljancih z dodanimi ekstrakti hmelja je razliCen. V nekaterih primerih na tvorbo HCA
nima vpliva, denimo pri najmanjsi koncentraciji ksantohumola sort Aurora in Bobek, pri obeh
koncentracijah ksantohumola sorte Celeia in pri koncentraciji 0,5-1,0 mg/kg Savinjskega
goldinga. V ostalih koncentracijah se je vsebnost tega HCA statisti¢no znacilno povecala na
do 13,08 (Bobek) in 13,22 ng/kg (Aurora).

Dodatek ekstraktov hmelja na norharman deluje povsem razlicno, odvisno od koncentracije
ksantohumola in sorte hmelja. Od Sstirih zastopanih koncentracij ksantohumola sorte Aurora,
le koncentracija 1,0-1,5 mg/kg statisticno znacilno vpliva na zmanj$anje njegove vsebnosti.
Dodatek ekstrakta hmelja sorte Bobek statisti¢no znacilno vsebnost norharnama bodisi poveca
ali nanj nima vpliva. Povsem nasprotno delovanje opazimo pri sortah Celeia in Savinjski
golding, kjer se z narascajoCo koncentracijo ksantohumola, vsebnost norharmana statisticno
znaCilno zmanjSuje. Koncentracija ksantohumola 0,1-0,5 mg/kg zmanjSa vsebnost
norharmana za 1,3- (Celea) in 1,8-krat (Savinjski golding), koncentracija 0,5-1,0 mg/kg pa kar
za 3,4- (Celeia) in 6,6-krat (Savinjski golding).

Koli¢ina harmana se je ob dodatku ekstrakta hmelja vezanega na sol statisticno znacilno
zmanjSala pri vseh koncentracijah ksantohumola in sortah hmelja. V govejih sekljancih, z
dodatkom ekstraktov hmelja vezanih na sol, se je vsebnost norharmana zmanjsala za 51,0 %
(12,00 pg/kg, sorta Bobek) do 95,5 % (1,11 pg/kg, sorta Savinjski golding).

Tvorba MelQx je ob dodatku ekstrakta hmelja vezanega na sol zmanjSana pri vseh
koncentracijah ksantohumola in sortah hmelja, z izjemo najmanjSih koncentracij
ksantohumola (0,1-0,5 mg/kg in 0,5-1,0 mg/kg) sorte Bobek.
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Tvorba PhIP se je ob dodatku ekstraktov hmelja statisticno znacilno zmanjSala za 53,5 %
(12,76 pg/kg, sorta Bobek) do 97,5 % (0,70 pg/kg, sorta Bobek).

Vsebnost prevladujocega HCA, Glu-P-2, se je statisticno znacilno zmanj$ala pri vseh sortah
in koncentracijah v enakem obsegu, razen pri sorti Savinjski golding, na katerega nima
statisticno znacilnega vpliva. Delez zmanjSanja koli¢ine Glu-P-2 znaSa od 52,4 (Celea) do
100 % (Aurora, Bobek).

Vsebnosti vseh HCA, ki jih je koli¢insko najvec, se z dodatkom ekstraktov hmeljev, vezanih
na sol zelo znizajo, kar pomembno vpliva na vsebnost skupnih HCA.

Najve¢ skupnih HCA je nastalo v kontrolni skupini, kar je bilo pri¢akovano. Vsebnost
skupnih HCA se je zmanjsala pri vseh koncentracijah ksantohumola in vseh sortah hmelja.

V preglednicah 17 in 18 so predstavljeni rezultati dolo¢anja HCA v govejih sekljancih, loCeni
po letnikih hmelja (2009 in 2013), iz katerih smo pripravili ekstrakte in jih vezali na sol.

Preglednica 19: Vpliv dodanega ekstrakta razlicnih sort hmelja letnika 2009 na vsebnost HCA (ug/kg) v
toplotno obdelanih govejih sekljancih (n =71, LSM test, o = 0,05)

HCA Konc XN (mg/kg sekljanca) Sorta hmelja Pu

(ng/kg sekljanca) Aurora Bobek Celeia

Norharman kontrola 8,07+1,00aA 8,07+£1,00aB| 8,07+1,00aA| 1,0000
0,1-0,5 8,23+2,74abA 9,29+2,96aB| 6,12+2.20bB| 0,0075
0,5-1,0 10,11+£3,25bA | 22,94+5,97aA <0,0001
Pk 0,2204 <0,0001 0,0213

Harman kontrola 24.51+3,88aA| 24,51+3,88aA | 24,51+£3,88aA | 1,0000
0,1-0,5 9,50+2,99aB| 7,63+2,78abC| 5,53+1,66bB| 0,0022
0,5-1,0 9,16£2,40bB| 14,00+2,83aB 0,0002
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001

Glu-P-2 kontrola 51,05+24,35aA | 51,05+24,35aA | 51,05+24,35aA | 1,0000
0,1-0,5 <0,001aB <0,001aB| 5,53+8,31aB| 0,1116
0,5-1,0 2,32+2,51aB 3,51+£3,47aB 0,2356
Pk <0,0001 <0,0001 <0,0001

1Q kontrola 1,70+2,94aA 1,70+£2,54aA| 1,70+2,54aA| 1,0000
0,1-0,5 0,55+0,35aA 0,54+0,32aA| 0,19+0,19bB| 0,0017
0,5-1,0 0,19+0,25aA| 0,12+21,21aA 0,5138
Px 0,1719 0,1513 0,0511

1Qx kontrola <0,001aB <0,001aB <0,001aA
0,1-0,5 <0,001bB <0,001bB| 3,61+7,90aA| 1,0000
0,5-1,0 4,48+6,82bA | 13,86+21,21aA 0,0297
Pk 0,0253 0,0272 0,0368

MelQx kontrola 25,67+4,47aA|25,67+4,47aAB| 25,67+4,47aA| 1,0000
0,1-0,5 15,73+6,19aB| 15,42+4,81aB| 15,73+6,15aB| 0,8814
0,5-1,0 15,90+2,82bB | 30,12+14,29aA 0,0131
Pk 0,0004 0,0767 0,0005

PhIP kontrola 27,46+1,43aA| 2746+1,43aA| 27,46+1,43aA| 1,0000
0,1-0,5 5,26+2,23aB 4,80+1,82aC| 4,82+4,75aB| 0,0072
0,5-1,0 7,93+6,65bB| 11,06+7,18aB 0,0011
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 20: Vpliv dodanega ekstrakta razli¢nih sort hmelja letnika 2009 na vsebnost HCA
(ng/kg) v toplotno obdelanih govejih sekljancih (n =71, LSM test, o = 0,05)

skupni HCA kontrola 138,46+16,86aA 138,46£16,86aA 138,46+16,86aA 1,0000
0,1-0,5 39,27+12,53aB 37,88+11,21aC 41,53+18,47aB| 0,8707
0,5-1,0 50,10+19,96bB 95,62+46,67aB 0,0004
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001

n, Stevilo dolo¢anj znotraj skupine; Py, statisti¢na verjetnost vpliva sorte hmelja; Py, statistiCna verjetnost vpliva
koncentracije ksantohumola; vrednosti z razli¢no nadpisano &rko znotraj vrstice (**°) se statistiéno znaéilno
razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razlicnimi sortami hmelja); vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko
znotraj stolpca (“B€) se statistiéno znacilno razlikujejo (p <0,05; znalilnost razlik med razlicnimi
koncentracijami ksantohumola)

Dodatek soli z vezanim ekstraktom hmelja letnika 2009 ni vplival na nastanek IQ v govejih
sekljancih. ZmanjSanje koli¢ine IQ opazimo le pri sorti Celeia (pri koncentraciji
ksantohumola 0,1-0,5 mg/kg).

Vsebnost IQx se je v primerjavi s kontrolo povecala v sekljancih, ki smo jim dodali ekstrakt
hmelja vezanega na sol v koncentraciji ksantohumola 0,5-1,0 mg/kg. Opazimo statisticno
znacilen vpliv koncentracije in sorte hmelja. Nizja koncentracija ksantohumola (0,1-0,5
mg/kg) ne vpliva na tvorbo 1Qx.

Nastanek norharmana v govejih sekljancih z dodatkom soli z vezanim ekstraktom hmelja
letnika 2009 je zelo odvisen od sorte. Pri sorti Aurora ne opazimo statisticno znacilnega
zmanjsanja koli¢ine norharmana. Pri Bobku se pri koncentraciji ksantohumola med
0,5 do 1,0 mg/kg njegova vsebnost statisticno znacilno poveca (184 % v primerjavi s
kontrolo), medtem ko manjsa koncentracija ksantohumola ne vpliva na nastanek norharmana.
Pri sorti hmelja Savinjski golding opazimo zmanjSanje vsebnosti norharmana v govejih
sekljancih (pri koncentraciji 0,1-0,5 mg/kg).

Pri ostalih HCA se je z dodatkom ekstraktov hmelja vezanega na sol koli¢ina posameznega
HCA zmanjsala.

Preglednica 21: Vpliv dodanega ekstrakta razlicnih sort hmelja letnika 2013 na vsebnost HCA (ug/kg) v
toplotno obdelanih govejih sekljancih (n =36, LSM, a = 0,05)

HCA Konc XN Sorta hmelja Pu

(ng/kg (mg/kg Aurora Bobek Celeia Savinjski

sekljanca) sekljanca) golding

Norharman kontrola 8,07+1,16aA 8,07+1,16aA | 8,07+1,16aA 8,07+1,16aA 1,0000
0,1-0,5 5,67+1,88aAB | 4,46+0,89aB 0,3714
0,5-1,0 4,914+4,12aA | 2,37+2,16aB 1,23+0,15aC 0,3014
1,0-1,5 6,03+1,05B
1,5-2,0 7,41+£0,29aAB | 2,71+2,16bA 0,0200
Px 0,0839 0,1350 0,0220 0,0002

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 22: Vpliv dodanega ekstrakta razli¢nih sort hmelja letnika 2013 na vsebnost HCA
(ng/kg) v toplotno obdelanih govejih sekljancih (n = 36, LSM, a = 0,05)

HCA Konc XN Sorta hmelja Py

(ng/kg (mg/kg . S—

sekljanca) | sekljanca) | Aurora Bobek Celeia Savinjski

golding

Harman kontrola 24,51+4 48aA 24 51+4,48aA 24 51+4 48aA 24,5144 48aA 1,0000
0,1-0,5 5,93+0,32aB 8,05+1,91aB 0,1310
0,5-1,0 5,99+0,38aB 5,32+7 44aB 1,11+0,15aC 0,3817
1,0-1,5 4,42+0,60B
1,5-2,0 4,75+0,48aB 1,86+1,38bB 0,0264
Px <0,0001 <0,0001 0,0053 0,0001

Glu-P-2 kontrola 51,05+28,12aA | 51,05+28,12aA | 51,05+28,12aA | 51,05+28,12aA | 1,0000
0,1-0,5 7,14+6,43bB 19,51+£2,27aA 0,0348
0,5-1,0 2,58+0,37bB 16,10+6,17aB 24,39+6,40aA 0,0058
1,0-1,5 0,72+0,63B
1,5-2,0 10,94+4,93aB 8,76+5,46aB 0,6346
Px 0,0214 0,0225 0,0429 0,1185

1Q kontrola 1,70+2,94aA 1,704+2,94aA 1,70+2,94aA 1,704+2,94aA 1,0000
0,1-0,5 1,48+1,09aA 1,22+1,11aA 0,7854
0,5-1,0 0,37+0,32aA 0,13+0,11aA 1,69+1,53aA 0,1554
1,0-1,5 0,68+0,42A
1,5-2,0 0,25+0,22aA 0,32+0,30aA 0,7805
Px 0,5983 0,5683 0,5501 0,9476

1Qx kontrola <0,001aB <0,001aB <0,001aB <0,001aB
0,1-0,5 9,87+4,00aA 6,51+1,30aA 0,2385
0,5-1,0 10,75+1,55aA 1,06+1,83bB <0,001bB <0,0001
1,0-1,5 10,4242,92A
1,5-2,0 13,22+1,03aA 4,22+7,31aAB 0,1023
Px 0,0002 0,0584 0,0058 <0,0001

MelQx kontrola 25,67+5,17aA 25,67+5,17aA 25,67+5,17aA 25,67+5,17aA 1,0000
0,1-0,5 13,64+3,77aB 13,25+3,67aB 0,9044
0,5-1,0 9,93+1,03aB 6,39+2,26abB 3,60+2,45bC 0,0237
1,0-1,5 8,18+3,37B
1,5-2,0 20,74+1,49aA 7,26+6,34bB 0,0231
Px 0,0028 0,0065 0,0027 0,0014

PhIP kontrola 27,46+1,65aA 27,46+1,65aA 27,46£1,65aA 27,46+1,65aA 1,0000
0,1-0,5 14,05+3,98aB 12,76+2,97aB 0,6764
0,5-1,0 11,28+0,73aB 1,56+0,82bC 0,70+0,18bC <0,0001
1,0-1,5 7,07+1,49B
1,5-2,0 2,70+0,17aC 1,55+1,10aC 0,1504
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

skupni kontrola 138,46+£19,47aA | 138,46+£19,47aA | 138,46+19,47aA | 138,46+19,47aA | 1,0000

HCA
0,1-0,5 57,78+4,63aB 65,76+10,70aB | 0,3014
0,5-1,0 45,82+6,36aB 32,92+17,95aB | 32,61£7,82aC 0,3627
1,0-1,5 37,52+6,68B
1,5-2,0 60,02+6,59aB 26,67+17,74bB 0,0380
Px <0,0001 0,0003 0,0004 0,0002

n, Stevilo dolocanj znotraj skupine; Py, statisticna verjetnost vpliva sorte hmelja; Py, statisti¢na verjetnost vpliva
koncentracije ksantohumola; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (**) se statistiGno zna&ilno
razlikujejo (p <0,05; znalilnost razlik med razli¢énimi sortami hmelja); vrednosti z razlicno nadpisano ¢érko

znotraj stolpca (

ABC

koncentracijami ksantohumola)

) se statistiéno znalilno razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razlicnimi
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Pri sekljancih, ki smo jih pripravili z dodatkom soli z vezanimi ekstrakti hmelja letnika 2013
opazimo podobne znacilnosti kot pri sekljancih, pri katerih smo na sol vezali ekstrakte hmelja
letnika 2009.

Ekstrakt hmelja vezan na sol ni vplival na tvorbo 1Q, saj se vrednost tega HCA med
poskusom ni statisti¢no znacilno zmanjsala.

Dodatek ekstrakta hmelja vezanega na sol je vsebnost IQx bodisi povecal ali nanj ni imel
statisti¢no znacilnega vpliva.

Za razliko od sekljancev z ekstrakti hmeljev letnika 2009 se pri ekstraktih hmelja letnika 2013
vsebnost norharmana ni povecala pri nobeni sorti hmelja. Izjema je sorta Bobek, kjer ne
opazimo statisticno znacilnih razlik med kontrolo in vzorci sekljancev z dodanimi ekstrakti
hmelja vezanega na sol.

V preglednicah 19 in 20 so zbrani podatki dolo¢anja HCA glede na koli¢ino soli z vezanimi
ekstrakti hmelja, ki smo jo dodali sekljancem. Dodali smo 0,5 in 1,0 g soli, na katero smo
predhodno vezali ekstrakte hmeljev sort Aurora, Bobek, Celeia in Savinjski golding, letnikov

2009 in 2013. Sorte Savinjski golding letnika 2009 nismo imeli.

Preglednica 23: Rezultati dolocanja HCA (ug/kg) v sekljancih glede na koli¢ino ekstrakta hmelja letnika 2009
vezanega na sol (n =71, LSM test, a = 0,05)

HCA Ekstrakt hmelja vezan na Sorta hmelja Pu

(ng/kg sol (2) Aurora Bobek Celeia

sekljanca)

Norharman kontrola 8,07+1,00aA 8,07+1,00aB 8,07+1,00aA 1,0000
0,5 8,23+2,74aA 9,29+2,96aB 4,20+1,57bB | 0,0174
1,0 10,11£3,25bA | 22,94+5,97aA 7,19+1,75bA | <0,0001
Pk 0,2204 <0,0001 0,0017

Harman kontrola 24,51+3,88aA 24,51+£3,88aA | 24,514+3,88aA 1,0000
0,5 9,50+2,99aB 7,63+2,78abC 4,51+1,02bB | 0,0216
1,0 9,16+2,40bB 14,00+2,83aB 6,10+1,71cB | <0,0001
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001

Glu-P-2 kontrola 51,05+24,35aA | 51,05+24,35aA | 51,05+24,35aA 1,0000
0,5 <0,001bB <0,001bB | 10,26+13,27aB | 0,0572
1,0 2,32+2 51aB 3,51+3,47aB 2,90+1,61aB | 0,4359
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001

1Q kontrola 1,70+£2,54aA 1,70+£2,54aA 1,70+2,54aA 1,0000
0,5 0,55+0,35aA 0,54+0,32aA <0,001bA | 0,0113
1,0 0,19+0,25aA 0,12+0,23aA 0,29+0,15aA | 0,1747
Px 0,1719 0,1513 0,1520

1Qx kontrola <0,001aB <0,001aB <0,001aA 1,0000
0,5 <0,001aB <0,001aB <0,001aA
1,0 4,48+6,82bA | 13,86+21,21aA 5,62+9,42bA | 0,0288
Px 0,0253 0,0272 0,0746

MelQx kontrola 25,67+4,47aA | 25,67+4,47aAB | 25,67+4,47aA | 1,0000
0,5 15,73+6,19aB 15,424+4,81aB | 14,90+6,83aB | 0,9687
1,0 15,914+2,82bB | 30,12+12,29aA | 16,19+6,11bB | 0,0053
Px 0,0004 0,0767 0,0021

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 24: Rezultati dolocanja HCA (ng/kg) v sekljancih glede na koli¢ino ekstrakta hmelja
letnika 2009 vezanega na sol (n =71, LSM test, o = 0,05)

HCA Ekstrakt hmelja vezan Sorta hmelja Pu

(ng/kg na sol (g) Aurora Bobek Celeia

sekljanca)
kontrola 27,46+1,43aA 27,46+1,43aA 27,46+1,43aA | 1,0000

PhIP
0,5 5,26+2,23aB 5,00£1,82aC 2,20+1,42bC | 0,0342
1,0 7,9346,65bB 11,06+7,18aB 6,284+5,37bB | <0,0001
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001

skupni HCA kontrola 138,46+16,86aA | 138,46+16,86aA | 138,46+16,86aA | 1,0000
0,5 39,27+12,53aB | 37,88+11,21aC | 36,06+20,88aB | 0,9308
1,0 50,10+19,96bB | 95,62+46,67aB | 44,75+17,54bB | <0,0001
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001

n, Stevilo dolo¢anj znotraj skupine; Py, statisti¢na verjetnost vpliva sorte hmelja; Py, statistiCna verjetnost vpliva
koncentracije ksantohumola; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (**) se statistiGno znagilno
razlikujejo (p <0,05; znalilnost razlik med razli¢énimi sortami hmelja); vrednosti z razlicno nadpisano ¢érko
znotraj stolpca (“P€) se statistino znadilno razlikujejo (p <0,05; znagilnost razlik med razli¢nimi
koncentracijami ksantohumola)

Dodatek soli z vezanimi ekstrakti hmelja letnika 2009 razli¢no vpliva na nastanek posameznih
HCA. Na nastanek nekaterih HCA nima vpliva, medtem ko se vsebnosti nekaterih HCA
zmanjSajo ali povecajo. Splosno lahko reCemo, da se vsebnost HCA z dodatkom soli z
vezanimi ekstrakti hmelja zmanjSa. Vsota posameznih HCA se je statisticno znacilno
zmanj$ala pri vseh sortah hmelja, pri obeh koli¢inah soli z vezanimi ekstrakti hmelja.

Dodatek 0,5 in 1,0 g soli z vezanim ekstraktom hmelja vseh treh sort uporabljenih v poskusu,
ne vpliva na nastanek 1Q. Prav tako dodatek 0,5 g soli z vezanimi ekstrakti hmelja sort
Aurora, Bobek in Celea nima vpliva na nastanek 1Qx. Dodatek 1,0 g soli z ekstraktom hmelja
poveca vsebnost 1Qx pri vseh treh sortah, s tem, da je poveCanje statisticno znacilno le za
dodatek soli z vezanim ekstraktom hmelja sort Aurora in Bobek.

Dodatek soli z vezanimi ekstrakti hmeljev letnika 2009 na vsebnost norharmana bodisi nima
statisticno znacilnega vpliva (Aurora v koli¢ini 0,5 in 1,0 g; Bobek: 0,5 g ter Celea: 1,0 g) ali
ga poveca (Bobek: 1,0 g). ZmanjSanje vsebnosti norharmana opazimo le pri dodatku 0,5 g soli
z vezanim ekstraktom Celeie. Pri obeh koli¢inah dodane soli z ekstraktom hmelja opazimo
statisticno znacilen vpliv sorte.

Vsebnosti harmana, MelQx, Glu-P-2 in PhIP se z dodatkom soli z vezanimi ekstrakti hmelja
statisticno znacilno zmanjsajo. Vpliv koli¢ine dodane soli (0,5 ali 1,0 g) na vsebnost harmana
nima statisticno znacilnega vpliva (razen 0,5 g soli z vezanim ekstraktom Bobka). Prav tako
obe kolicini soli z vezanimi ekstrakti hmeljev statisticno znacilno v enaki meri zmanjsata
vsebnosti Glu-P-2 in MelQx, z izjemo dodatka 1,0 g soli z ekstraktom Bobka, ki vsebnost
MelQx statisticno znacilno poveca. ZmanjSanje vsebnosti PhIP v govejih sekljancih je
statisticno znacilno vecje pri dodatku 0,5 g soli z dodanima ekstraktoma hmeljev Bobek in
Celea.

Opazimo lahko, da zmanjSanje skupnih HCA z naras¢ajo¢o koncentracijo soli z vezanimi
ekstrakti hmeljev letnika 2009 ni statisticno znacilno. V primeru ekstrakta Bobka, vezanega
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na sol, opazimo statisticno znacilno vecje zmanjSanje pri manjSem dodatku soli z vezanim
ekstraktom (0,5 g).

Preglednica 25: Rezultati dolo¢anja HCA (ng/kg) v sekljancih glede na koli¢ino ekstrakta hmelja letnika 2013
vezanega na sol (n =36, LSM test, a = 0,05)

HCA Ekstrakt Vrsta hmelja Pu

(ng/kg hmelja

sekljanca) | vezan na | Aurora Bobek Celeia Savinjski
sol (g) golding

Norharman | kontrola 8,07+1,16aA 8,07+1,16aA 8,07+1,16aA 8,07+1,16aA 1,0000
0,5 6,03+1,05aB 491+4,12aA 5,67+1,88aAB 4,46+0,89aB 0,8440
1,0 7,41+0,29aAB 2,71+2,16bA 2,37+2,16bB 1,23+0,15bC 0,0052
Px 0,0839 0,1350 0,0220 0,0002

Harman kontrola 24,51+4,48aA 24,5144 48aA 24,51+4 48aA 24,51+4,48aA 1,0000
0,5 4,42+0,60bB 5,99+0,38bB 5,93+0,32bB 9,05+1,91aB 0,0171
1,0 4,75+0,48aB 1,86+1,38aB 5,32+7,44aB 1,11+0,15aC 0,4791
Px <0,0001 0,0001 0,0053 0,0001

Glu-P-2 kontrola 51,05+£28,12aA | 51,05£28,12aA | 51,05+£28,12aA | 51,05+£28,12aA 1,0000
0,5 0,72+0,63bB 2,58+0,37bB 7,14+6,43bB 19,51+2,27aA 0,0006
1,0 10,94+4,93bB 8,76+5,46bB 16,10+6,17abB 24.29+6,40aA 0,0440
Px 0,0214 0,0225 0,0429 0,1185

1Q kontrola 1,70+£2,94A 1,70+2,94aA 1,70+2,94aA 1,70+£2,94aA 1,0000
0,5 0,68+0,42aA 0,37+0,32aA 1,48+1,09aA 1,22+1,11aA 0,3920
1,0 0,25+0,22aA 0,32+0,30aA 0,13+0,11aA 1,70+1,53aA 0,1258
Px 0,5983 0,5683 0,5501 0,9476

1Qx kontrola <0,001aB <0,001aB <0,001aB <0,001aB 1,0000
0,5 10,42+2.92aA 10,75+1,55aA 9,87+4,00aA 6,51+1,30aA 0,2633
1,0 13,22+1,03aA 4,22+7 31bAB 1,06+1,83bB <0,001bB 0,0104
Px 0,0002 0,0584 0,0058 <0,0001

MelQx kontrola 25,67+5,17aA 25,67+5,17aA 25,67+5,17aA 25,67+5,17aA 1,0000
0,5 8,18+3,37aB 9,93+1,03aB 13,64+3,77aB 13,25+3,67aB 0,1811
1,0 20,74+1,49aA 7,26+6,34bB 6,39+2,26bB 3,60+2,45bC 0,0019
Pk 0,0028 0,0065 0,0027 0,0014

PhIP kontrola 27,46+1,65aA 27,46+1,65aA 27,46+1,65aA 27,46+1,65aA 1,0000
0,5 7,07+1,49bB 11,28+0,73abB 14,05+3,98aB 12,76+2,97aB 0,0514
1,0 2,70+0,17aC 1,55+1,10abC 1,56+0,82abC 0,70+0,18bC 0,0486
Px <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

skupni kontrola 138,46+19,47aA | 138,46+£19,47aA | 138,46+19,47aA | 138,46+19,47aA | 1,0000

HCA
0,5 37,52+6,68cB 45,82+6,36bcB | 57,78+4,63abB 65,75+£10,70aB 0,0072
1,0 60,02+6,59aB 26,67+17,74bB | 32,92+17,95bB | 32,61+7,82bC 0,0654
Px 0,0001 0,0003 0,0004 0,0002

n, Stevilo dolocanj znotraj skupine; Py, statisti¢na verjetnost vpliva sorte hmelja; P, statistiCna verjetnost vpliva
koncentracije ksantohumola; vrednosti z razliéno nadpisano &rko znotraj vrstice (*") se statistiGno zna¢ilno
razlikujejo (p <0,05; znacilnost razlik med razli¢nimi sortami hmelja); vrednosti z razlicno nadpisano ¢rko

znotraj stolpca (

ABC

koncentracijami ksantohumola)

) se statisticno znacilno razlikujejo (p <0,05; znalilnost razlik med razli¢nimi

Pri dodatku soli z vezanimi ekstrakti hmelja letnika 2013 opazimo podobne znacilnosti kot pri
dodatku soli z vezanimi ekstrakti hmelja letnika 2009. Pri ve€ini HCA opazimo zmanjSanje
njihove vsebnosti, medtem ko pri nekaterih ne opazimo vpliva soli z vezanim ekstraktom
hmelja ali pa se njihova vsebnost poveca.
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Tako kot v sekljancih z dodatkom ekstraktov hmeljev letnika 2009, tudi ekstrakti hmeljev
letnika 2013 statisticno znacilno ne vplivajo na nastanek 1Q.

Medtem, ko dodatek 0,5 g soli z vezanimi ekstrakti hmelja ne vpliva na vsebnost 1Qx, se
vsebnost ob dodatku 1,0 g soli z vezanimi ekstrakti hmeljev statisticno znacilno zmanjsa,
razen pri dodatku soli z vezanim ekstraktom Aurore, ki nima vpliva na tvorbo 1Qx.

Tvorba harmana je v primerjavi s kontrolnim vzorcem statisticno znacilno manjsa pri obeh
dodatkih soli z vezanimi ekstrakti hmelja. Statisticno znacilen vpliv narascajoce koli¢ine soli
z vezanimi ekstrakti opazimo le pri Savinjskem goldingu. Vpliv sorte hmelja je znacilen le pri
dodatku 0,5 g soli z vezanimi ekstrakti.

Tvorbo Glu-P-2 smo z dodatkom soli z ekstraktom hmeljev statisticno znacilno zmanjsali.
Med dodatkoma soli z ekstraktom hmeljev (0,5 in 1,0 g) ni statisticno znacilnega vpliva
koncentracije. Izjema je dodatek soli z ekstraktom Savinjskega goldinga, ki sicer zmanjsa
njegovo vsebnost za 0,5- in 2,6-krat, vendar zmanjSanje ni statisticno znacilno.

Vsebnost MelQx se pri dodatku 0,5 g soli z ekstraktom hmelja znacilno zmanjSa pri vseh
sortah hmelja. Vpliv sorte na tvorbo MelQx ni statisticno znacilen. Z dodatkom 1,0 g soli z
ekstraktom hmelja se vsebnost omenjenega zmanj$a, zmanjSanje ni znacilno le za sorto
Aurora. Tudi pri ve¢jem dodatku soli z ekstraktom hmelja je vpliv sorte statisticno znacilen.

PhiP je edini HCA, pri katerem vsebnost pada z nara$¢ajoco koli¢ino dodane soli z vezanimi
ekstrakti hmelja. Vec¢ji dodatek soli z ekstrakti hmeljev znacCilno uspe$neje zmanj$ajo
vsebnost PhIP. Pri obeh kolicinah dodane soli z vezanimi ekstrakti je znacilen vpliv sorte.

Vsota vseh opazovanih HCA se z dodatkom ekstrakta hmelja zmanjSa, in sicer pri obeh
koli¢inah soli z vezanimi ekstrakti hmelja in pri vseh sortah hmelja. Pri sorti Savinjski golding
ne opazimo statisti¢no znacilnega vpliva koli¢ine dodane soli z vezanim ekstraktom hmelja.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Ljudje smo izpostavljeni Stevilnim potencialno toksi¢nim spojinam, ki lahko imajo
kancerogene in mutagene lastnosti. Eno izmed teh skupin spojin predstavljajo heterocikli¢ni
aromatski amini. To je raznolika skupina spojin, ki jih najdemo v beljakovinsko bogatih
zivilih.

Stevilne §tudije kaZejo, da lahko nastanek HCA, natanéneje aminoimidazol-azarenov,
zmanjSamo z dodatkom spojin z antioksidativnim potencialom (Quelhas in sod., 2010).
Antioksidanti bi lahko lovili proste radikale, ki nastajajajo med Maillardovo reakcijo in s tem
znizali tvorbo HCA (Gibis in Weiss, 2012).

Naravni in sinteti¢ni antioksidanti (flavonoidi, vitamina C in E) ter zivila rastlinskega izvora z
visokim delezem naravno prisotnih antioksidantov imajo pomembno vlogo pri inhibiciji
tvorbe HCA (Janoszka, 2010). Raziskovalci so dokazali inhibitorno delovanje Stevilnih
antioksidantov, kot so karotenoidi iz paradiznika, polifenoli iz pravega Caja ter Stevilna zeliS¢a
(Gibis in Weiss, 2012).

Namen naloge je bil ugotoviti vpliv dodatka ksantohumola iz etanolnega ekstrakta hmelja na
tvorbo heterocikli¢nih aromatskih aminov v toplotno obdelanih govejih sekljancih in dolociti
najucinkovitejSo koli¢ino dodatka. Ekstrakte hmelja smo zaradi lazjega rokovanja vezali na
kuhinjsko sol (NaCl). Po dodatku soli z vezanimi ekstrakti hmelja smo oblikovali sekljance
in jih toplotno obdelali na dvoplo$¢nem zaru ter jih kemijsko analizirali. Dolocili smo tudi
osnovno sestavo presnega mesa in koli¢ino ksantohumola v etanolnih ekstraktih hmelja.

5.1.1 Vsebnost ksantohumola v etanolnih ekstraktih hmelja

Ksantohumol je sekundarni metabolit hmelja. Ksantohumol, polifenol iz skupine
prenilflavonoidov, je del lupolina skupaj s hmeljnimi smolami in aromati¢nimi snovmi.
Vsebnost ksantohumola in njegovo razmerje z alfa-kislinami je odvisno od sorte hmelja,
lokacije in rastnih razmer. Posuseni hmeljevi storzki vsebujejo od 0,2 do 1,1 % ksantohumola
(Hrastar in sod., 2006). Predvidevali smo manjSo vsebnost ksantohumola v hmelju starejsega
letnika (2009). Prav tako smo predvidevali razlike v vsebnosti ksantohumola med sortami
hmelja. Hmelj, uporabljen v naSem poskusu, vsebuje od 0,05 do 0,31 % ksantohumola
(slika 5).
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Slika 5: Odstotek ksantohumola v razliénih sortah hmelja letnika 2013

Hrastar in sod. (2006) so dolocili podobne koli¢ine ksantohumola v slovenskih sortah hmelja
letnika 2005. Njihovi rezultati potrjujejo vpliv sorte na vsebnost ksantohumola. Po veliki
vsebnosti ksantohumola izstopa sorta Aurora (0,38 %), z manjSimi vsebnostmi pa sorta Celeia
(0,16 %). Bobku in Savinjskemu goldingu so dolo¢ili 0,31 % in 0,23 % ksantohumola. V
primerjavi z nasimi rezultati opazimo najvecje odstopanje pri sorti Savinjski golding, pri
kateri so Hrastar in sod. (2006) doloc¢ili 0,23 % ksantohumola, mi pa 0,14 %.
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Slika 6: Vsebnost ksantohumola v etanolnih ekstraktih razli¢nih sort in letnikov hmelja

Vsebnost ksantohumola v etanolnem ekstraktu hmelja znasa od 26,96 do 156,30 mg/1 (slika
6). Najvec ksantohumola v etanolnem ekstraktu smo dolo€ili pri sortah Aurora (156,30 mg/1)
in Bobek (125,94 mg/l) letnika 2013. Na sploSno se vsebnost ksantohumola med staranjem
zmanjsuje. Hmelji letnika 2013 vsebujejo priblizno dva- (Bobek, Celeia) do trikrat (Aurora)
vec¢ ksantohumola kot letnik 2009.

Med predelavo in skladis¢enjem hmelja se vsebnost sekundarnih metabolitov hmelja
spreminja. Spremembe pri alfa-kislinah in etericnih oljih so dobro raziskane. Vpliv
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skladis¢enja na ostale pomembne spojine hmelja, kot so beta-kisline, polifenoli in
antioksidativna aktivnost, ni dovolj znan. Po obiranju hmelja se vecina posusenih hmeljnih
storzkov predela v pelete in hmeljne ekstrakte. Nepredelan hmelj predstavlja samo 2 %
hmelja na trziScu. Sestava sekundarnih metabolitov hmelja se spreminja tudi po zorenju, med
njegovo obdelavo, skladiS¢enjem in transportom. Staranje hmelja je odvisno od vec
dejavnikov, med katerimi so najbolj pomembni Cas, temperatura in prisotnost kisika ter
svetlobe. Staranje je odvisno tudi od sorte hmelja (Mikyska in Krofta, 2012).

Mikyska in Krofta (2012) sta proucevala spremembe sekundarnih metabolitov hmelja med
dolgotrajnim skladiS¢enjem hmeljnih peletov pri razlicnih pogojih skladiS¢enja. V preizkus
sta zajela 4 CeSke sorte hmelja, ki sta jih skladis¢ila vakuumsko zapakirane pri 2 °C in 20 °C
ter ob prisotnosti kisika pri 20 °C. Vsi vzorci so bili skladis¢eni v temi. Med 12- mese¢nim
skladis¢enjem se je vsebnost skupnih polifenolov zmanjsala za 30-40 %, flavonoidov pa za
20-30 %. Razlike v zmanjSanju razli€nih skupin polifenolov nakazujejo, da se med
skladiscenjem spremeni zlasti vsebnost fenolnih kislin. Pogoji skladiS¢enja niso bistveno
vplivali na vsebnost polifenolov. Nekoliko ve¢je zmanjSanje vsebnosti polifenolov je bilo
opaziti v aerobnih pogojih pri 20 °C, vendar le v okviru analitskih napak. Vsebnost
polifenolov je bila doloCena v vrelem vodnem ekstraktu hmelja, kar je stimuliralo vpliv
temperature in oksidacije med vrenjem pivine. Ceprav se je vsebnost skupnih polifenolov
med dolgotrajnim skladisc¢enjem brez dostopa kisika zmanjsala, se antioksidativna aktivnost
ni bistveno spremenila.

PrecejS$njo razliko v vsebnosti ksantohumola v ekstraktu hmelja opazimo tudi med sortami
hmelja. Znotraj letnika 2009 ima najmanj$o vsebnost ksantohumola sorta Celeia (26,96 mg/l),
in sicer dvakrat manjSo kot Bobek (61,40 mg/l), ki ima najvecjo vsebnost ksantohumola.
Bobku sledi Aurora, ki vsebuje (53,06 mg/l) ksantohumola. Sorte Savinjski golding letnika
2009 v poskusu nismo imeli. Pri sortah letnika 2013 opazimo podobne znacilnosti, le da tu po
delezu ksantohumola prednjaci sorta Aurora (156,30 mg/l), sledi ji Bobek (125,94 mg/l).
Savinjski golding in Bobek imata 2,2- in 2,4-krat manj ksantohumola kot Aurora.

5.1.2 Vsebnost HCA v govejih sekljancih

Heterocikli¢ni aromatski amini se obicajno tvorijo kot kon¢ni produkt Maillardove reakcije
pri temperaturi od 150-200 °C in kot produkt pirolize pri temperaturi vecji od 200 °C.
Govedina vsebuje kreatinin in triptofan, kar lahko vodi do nastanka HCA Ze pri temperaturi
visji od 90-100 °C (Kondjoyan in sod., 2014).

V nasem poskusu smo v toplotno obdelanih govejih sekljancih dolocili povprecno
82,55 ng/kg HCA (slika 7). Med analiziranimi HCA po povprecni vrednosti izstopata Glu-P-
2 (22,35 pg/kg) in MelQx (19,36 pg/kg), ki predstavljata kar polovico vseh HCA. Sledita
PhIP (14,26 pg/kg) in harman (13,62 pg/kg), v manjsih koli¢inah pa Se norharman

(8,48 pg/kg), 1Qx (3,59 pg/kg) in 1Q (0,90 pg/kg).
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Slika 7: Povpre¢ne vsebnosti posameznih HCA (pg/kg) v pecenih govejih sekljancih

Primerjava rezultatov z rezultati drugih Studij je tezavna, saj se priprava vzorcev, metode in
pogoji analize lahko zelo razlikujejo. Razlike se lahko pojavijo med pogoji toplotne obdelave,
kot so nacin, temperatura in €as toplotne obdelave, nastanek HCA pa je mo¢no odvisen od
nastetih dejavnikov. Pomembna sta tudi sestava in priprava mesa pred toplotno obdelavo.
Rezultati se lahko razlikujejo glede na uporabljene postopke ¢iS¢enja in uporabljene metode
detekcije HPLC (Warzecha in sod., 2004). Upostevati moramo tudi to, da se Stevilo in vrsta
analiziranth HCA v posameznih poskusih lahko razlikujejo. Ne glede na to, so vrednosti
HCA, ki smo jih dolocili v tem poskusu vecje od vrednosti v literaturi.

Balogh in sod. (2000) so v govejih sekljancih, peCenih v ponvi s teflonskim premazom
(6 min/stran pri 225 °C), dolocili 24,6 pg/kg skupnih HCA (IQ, MelQ, MelQx, 4,8-DiMelQx
in PhIP). Vsebnost skupnih HCA, pecenih dlje ¢asa (10 min/stran) pri enaki temperaturi, je
znasala 50,8 pg/kg. Quelhas in sod. (2010) so v govejih sekljancih dolocili 53,9 pg/kg HCA
(MelQx, PhIP, AaC, 4,8-DiMelQx). V poskusu so meso pekli v ponvi s teflonskim
premazom, 4 min na vsaki strani, pri temperaturi 180-200 °C. V nasem poskusu kontrolni
vzorec, torej vzorec, ki mu je dodana samo kuhinjska morska sol vsebuje kar 138,46 pg/kg
HCA. Podobno visoko vsebnost HCA (140,68 pg/kg) so dolo¢ili tudi Jinap in sod. (2013), in
sicer v marinirani govedini, narezani na majhne kocke in pripravljeni na zaru na oglje (8 min).

V kontrolnem vzorcu prevladujejo Glu-P-2 (51,05 pg/kg), PhIP (27,46 pg/kg), MelQx
(25,67 pg/kg) in harman (24,51 pg/kg). Nasteti HCA predstavljajo skupaj kar 93 % vseh
HCA v govejih sekljancih. Prevladujoco vsebnost PhIP, MelQx potrjujejo tudi Balogh in sod.
(2000), ki so v govejih sekljancih dolocili 31,4 ng/g PhIP in 5,8 ng/g MelQx. Gibis in Weiss
(2012) sta v govejih sekljancih, premazanih s son¢nicnim oljem in pripravljenih na
dvoplos¢nem Zaru (2:40 min), dolocila najvecjo vsebnost harmana in MelQx.

V naSem poskusu smo z dodatkom ekstraktov hmelja, vezanimi na sol, uspesno zmanjsali
vsebnost HCA v govejih pleskavicah. Vsebnost skupnih HCA se je statisticno znacilno
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zmanjSala pri vseh sortah hmelja, ki smo jih vezali na sol in pri vseh koncentracijah
ksantohumola. Kot je razvidno iz preglednice 21, se je z dodatkom ekstraktov hmelja,
vezanim na sol, delez skupnih HCA zmanjsal za 40 do 81 %. Najmanj je na vsebnost skupnih
HCA wplival ekstrakt Bobka 2009 v koncentraciji ksantohumola 0,5-1,0 mg/kg hmelja,
najbolj pa ekstrakt Bobka 2013 v koncentraciji ksantohumola 1,5-2,0 mg/kg hmelja.

Na zmanjsanje vsebnosti HCA v govejih sekljancih sta med ekstrakti hmelja sorte Aurora
najuspesnejse delovali koncentraciji ksantohumola 0,1-0,5 mg/kg (71,6 %) in 1,0-1,5 mg/kg
(72,9 %), Bobek v koncentraciji ksantohumola 0,1-0,5 mg/kg (72,6 %) in 1,5-2,0 mg/kg
(80,7 %). Celeia je v obeh prisotnih koncentracijah ksantohumola (0,1-0,5 in 0,5-1,0 mg/kg)
statistiéno znacilno zmanjSala vsebnost skupnih HCA v enaki meri (67,9 in 76,2 %). Le pri
sorti Savinjski golding opazimo, da se z naras¢ajoCo koncentracijo ksantohumola statisti¢no
znacilno zmanjsuje tudi vsebnost skupnih HCA. Torej ne moremo na splosno trditi, da z
narasc€ajo¢o koncentracijo ksantohumola koncentracija skupnih HCA pada. Vsekakor ne
moremo trditi, da na zmanjSanje vsebnosti HCA vpliva samo ksantohumol, saj smo govejim
sekljancem dodajali ekstrakt hmeljev, ki je poleg ksantohumola verjetno vseboval tudi druge
fenolne snovi.

Preglednica 26: Delez zmanj$anja skupnih HCA v sekljancih glede na sorto hmelja in koncentracijo

ksantohumola
Sorta hmelja Koncentracija ksantohumola (mg/kg) DeleZ zmanjSanja skupnih HCA (%)
Bobek 0,5-1,0 39,9
Savinjski golding 0,1-0,5 52,5
Aurora 1,5-2,0 56,7
Aurora 0,5-1,0 63,8
Celeia 0,1-0,5 67,9
Aurora 0,1-0,5 71,6
Bobek 0,1-0,5 72,6
Aurora 1,0-1,5 72,9
Celeia 0,5-1,0 76,2
Savinjski golding 0,5-1,0 76,5
Bobek 1,5-2,0 80,7

Raziskovalci Ze od odkritja HCA i$c¢ejo nacine, s katerimi bi zmanjsali ali preprecili njihovo
tvorbo med toplotno obdelavo zivil. Kot ucinkovite so se izkazale spojine z visokim
antioksidativnim potencialom. V literaturi nismo zasledili, da bi vpliv ksantohumola na tvorbo
HCA v zivilih Ze bil raziskan. Precej dobro pa je raziskan vpliv polifenolov na tvorbo HCA.
Znanstveniki so z dodatkom razli¢nih zaCimb in rastlinskih ekstraktov zmanjSali vsebnost
HCA. Balogh in sod. (2000) so z dodatkom oljnega ekstrakta rozmarina (1 in 10 %) zmanjsali
skupno vsebnost HCA (I1Q, MelQ, MelQx, 4,8-DiMelQx in PhIP) za 51,5 % oz. 46,3 %.
Puangsombat in sod. (2011) so vsebnost HCA (MelQx in PhIP) zmanjSali z dodatkom
rozmarina za 43,5 % in z dodatkom kurkume za 39,2 %. Oz in Kaya (2011a) sta z dodatkom
posusene rdece paprike v kosmic¢ih zmanjsala vsebnost HCA (1Q, MelQ, 4,8-DiMelQx, PhIP)
za 75,7 % do 100 %, odvisno od temperature toplotne obdelave.
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Kot je razvidno iz slike 8, enake koncentracije ksantohumola v etanolnem ekstraktu hmelja
razli¢no vplivajo na tvorbo posameznih HCA. Pri koncentraciji ksantohumola 0,5-1,0 mg/kg
se delez MelQx zmanjsa za 2,3 % (Bobek), 38,0 % (Aurora), 75,1 % (Celeia) in 86,0 %
(Savinjski golding). Koncentracija ksantohumola 0,5-1,0 mg/kg poveca vsebnosti norharmana
za 128,4 % (Bobek) in 25,3 % (Aurora), medtem ko se vsebnosti istega HCA zmanjSata pri
dodatku ekstrakta Savinjskega goldinga vezanega na sol za 84,8 % in za 70,6 % (Celeia).
Nasprotno pa ne opazimo statisticno znacilnega vpliva sorte hmelja na zmanjSanje vsebnosti
MelQx v koncentraciji ksantohumola 0,1-0,5 mg/kg. Njegova vsebnost se namre¢ zmanjsa za
38,8 % (Aurora), 40,0 % (Bobek), 40,2 % (Celea) in 48,4 % (Savinjski golding). To bi lahko
nakazovalo, da je vsebnost HCA odvisna tudi od ostalih polifenolov, ki se nahajalo v hmelju.
Razli¢ne sorte hmelja imajo razlicno sestavo polifenolov, njihova sestava in delezi se
spreminjajo med staranjem hmelja. Posledi¢no se vrednosti posameznih HCA lahko
razlikujejo ravno zaradi razli¢ne vsebnosti in sestave polifenolov. Na tvorbo HCA bi prav
tako lahko vplivale tudi ostale komponente ekstrakta hmelja.

Vsebnost posameznih prevladujo¢ih HCA (Glu-P-2, PhIP, MelQx in harmana) se je z
dodatkom ekstraktov hmelja uspesno zmanjsala. Vsebnost Glu-P-2 se je zmanjSala za 52,4
do 100 %, PhIP za 53,5-97,5 %, MelQx za 2,3 do 86,0 % ter harmana za 51,0-95,5 %. NasSe
ugotovitve potrjujejo Rounds in sod. (2013), ki so vsebnost MelQx in PhIP v govejem
sekljancu z dodatkom olivnega ekstrakta zmanjSali za 30,5-49,1 % in 42,8-50,6 %. Balogh in
sod. (2000) so z dodatkom oljnega ekstrakta rozmarina vsebnost MelQx zmanjsali za 30,1
(1 % ekstrakta) in 12,1 % (10 % ekstrakta) ter PhIP za 44,0 % (1 % ekstrakta) in 44,6 %
(10 % ekstrakta). Oz in Kaya (2011b) sta v govejih mesnih kroglicah, prazenih pri 225 °C, z
dodatkom ¢rnega popra zmanjSala vsebnost PhIP za 100 %. Puangsombat in sod. (2011) so
dolocali vsebnost MelQx in PhIP v govejih sekljancih, pecenih v ponvi s teflonskim
premazom pri 204 °C. Z dodatkom rozmarina in kurkume so vsebnost MelQx zmanjsali za
50,0 in 40,9 % ter vsebnost PhIP za 36,4 in 37,5 %. Vecina Studij, ki jih najdemo v literaturi,
je omejenih na zmanjSevanje vsebnosti MelQx in PhIP. Dong in sod. (2011) so eni redkih, ki
so analizirali vecje Stevilo HCA v govejih sekljancih. Dolocali so vsebnost 7 aminoimidazol-
azarenov in 8 amino karbonilov. Z dodatkom cebule (4 g/sekljanec) so vsebnost MelQx,
harmana, norharmana, PhIP in Glu-P-2 zmanjsali za 73, 89, 91, 92 in 97 %.

Sekljance z dodanimi ekstrakti hmelja vezanimi na sol smo senzori¢no ocenili. Clani
senzoricnega panela niso zaznali razlik med sekljanci z dodanimi ekstrakti hmelja in
kontrolnim sekljancem brez dodanega ekstrakta.
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Slika 8: Vsebnost vseh HCA v kontrolnem govejem sekljancu in sekljancih z dodatkom etanolnega ekstrakta
hmelja vezanega na sol

Primerjava vsebnosti HCA v govejih sekljancih z ekstrakti hmelja vezanih na sol glede
na letnik

Ekstrakti hmeljev letnika 2009 so vsebnost skupnih HCA v govejih sekljancih zmanjsali za 31
do 73 %, letnik 2013 pa za 53 do 81 %. Z izjemo ekstrakta Bobka letnika 2009 ne moremo
trditi, da obstajajo velike razlike med letnikoma (slika 9).

Pri obeh letnikih sorte Aurora in Bobku letnika 2009 opazimo manjSo tvorbo skupnih HCA
pri manjsi koncentraciji ksantohumola. Statisticna analiza prikazuje, da v zmanjsanju skupnih
HCA ni statisticno znacilnih razlik med posameznimi koncentracijami ksantohumola sorte
Aurora. ZmanjSanje skupnih HCA je z dodatkom ekstrakta Bobka letnika 2009, vezanega na
sol, statisti¢no znacilno vecje pri manjsi koncentraciji ksantohumola. Ksantohumol (in ostali
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polifenoli) lahko deluje kot antioksidant, v nekaterih pogojih, kot je povecana koncentracija,
lahko deluje prooksidativno. To potrjujejo tudi Balogh in sod. (2000), ki navajajo, da je
zmanjSanje vsebnosti skupnih HCA vecje pri 1 % oljnega ekstrakta rozmarina kot pri 10 %
ekstrakta (zmanjSanje za 52 in 46 %).

Bobek, Celeia in Savinjski golding letnika 2013 prikazujejo nasprotno delovanje, saj pri teh
sortah na zaviranje nastanka skupnih HCA udinkoviteje delujejo vecje koncentracije
ksantohumola. Vpliv koncentracije ksantohumola je statisticno znacilen le za sorto Savinjski
golding, pri ostalih dveh sortah hmelja ni statisticno znacilnih razlik. Podobno navajata tudi
Puangsombat in Smith (2010), ki sta z dodatkom 0,05 % vodnega ekstrakta rozmarina skupno
vsebnost HCA v govejih sekljancih zmanjSala za 55 %, z 0,5 % vodnega ekstrakta pa za
71 %.

® Norharman M Harman ®Glu-P-2 ®EIQ mIQx ™ MelQx ®=PhIP
140 -
120 -
§100 -
S~
[sTs]
=
< 80 -
o
T
3 60 -
C
Q
[}
2]
> 40 -
20
0
o L Q. L S L < e < L L e L Q.
e Q@ - - o Q@ - - o Q@ < - < NN
€ R L < L = ot} L L, — — L — L
S o =) — — o o o — o o o o o
¢ XN (mg/kg) | c XN (mg/kg) | ¢ XN (mg/kg) | ¢ XN (mg/kg)XN (mg/kg) XN (mg/kg) | ¢ XN (mg/kg)
Aurora 2009 | Aurora 2013 | Bobek 2009 | Bobek 2013 |Celeia| Celea 2013 Savinjski
2009 golding 2013

Slika 9: Vsebnost vseh HCA v kontrolnem govejem sekljancu in sekljancih z dodatkom etanolnega ekstrakta
razli¢nih sort hmelja letnikov 2009 in 2013 vezanih na sol

Slika 10 prikazuje vpliv koncentracije ksantohumola v ekstraktu hmelja, ki smo ga vezali na
sol in dodali govejim sekljancem. Pri obeh letnikih hmelja opazimo manjso tvorbo HCA pri
nizjih koncentracijah ksantohumola, z naraSc¢anjem vsebnosti ksantohumola pa se vsebnost
HCA poveca. Glede na rezultate lahko sklepamo, da pri ve¢ji koli¢ini dodanega ekstrakta
hmelja (torej 1,0 g ekstrakta hmelja vezanega na sol) na povecanje vsebnosti HCA delovala
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neka druga snov etanolnega ekstrakta. HCA se tvorijo med toplotno obdelavo iz aminokislin,
kreatina oz. kreatinina in sladkorjev, etanolni ekstrakt hmelja pa zraven ksantohumola vsebuje
tudi druge spojine lupulina, ki bi lahko bili prekurzorji HCA.
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Slika 10: Vpliv koncentracije ksantohumola v ekstraktu hmelja razli¢nih letnikov na vsebnost vseh HCA v
govejih sekljancih

Primerjava vsebnosti HCA v govejih sekljancih z dodatkom ekstraktov hmelja vezanih
na sol glede na koli¢ino dodatka

Manjsi dodatek ekstrakta hmelja letnika 2009 vezanega na sol (0,5 g) ucinkoviteje zmanjsa
vsebnost HCA v govejih sekljancih v primerjavi z ve¢jim dodatkom (1,0 g) (slika 11). Razlike
v zmanj$anju med dvema koli¢inama ekstraktov vezanima na sol so statisti¢no znacilne le za
sorto Bobek. Med ekstrakti hmelja letnika 2009 ima Bobek najvecjo vsebnost ksantohumola,
zato je mogoce, da je ksantohumol v vecji koncentraciji deloval prooksidativno.

Med toplotno obdelavo govejih sekljancev z dodanimi ekstrakti hmeljev (letnik 2009)
vezanimi na sol je nastalo najve¢ MelQx. V primerjavi s kontrolnim vzorcem se je vsebnost
zmanjSala za 36,9 % (1,0 g: Celeia) do 42,0 % (0,5 g: Celeia). Ob dodatku 1,0 g soli z
vezanim ekstraktom Bobka se je vsebnost MelQx, v primerjavi s kontrolnim vzorcem,

povecala za 17,3 %.
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Vsebnost skupnih HCA se je ob dodatku 0,5 g soli z vezanimi ekstrakti hmelja letnika 2009
zmanj$ala za 71,6 do 74,0 % (Aurora: 71,6 %, Bobek: 72,6 %, Celeia: 74,0 %). Ob dodatku
1,0 g soli z vezanimi ekstrakti pa za 31,0 % (Bobek), 63,8 % (Aurora), 67,7 % (Celeia).
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Slika 11: Vsebnost HCA (pg/kg) v govejih sekljancih v kontrolnem vzorcu in vzorci z dodatkom 0,5 in 1,0 g soli
z vezanimi ekstrakti razlicnih sort hmelja letnika 2009

Dodatek 0,5 g ekstraktov Aurore, Bobka, Celeie in Savinjskega goldinga letnika 2013 vezanih

na sol zmanj$ajo vsebnost skupnih HCA za 72,9 %, 66,9 %, 58,3 % in 52,5 %. Ob dodatku

1,0 g ekstraktov vezanih na sol pa za 56,7 % (Aurora), 80,7 % (Bobek), 76,2 % (Celeia) in

76,5 % (Savinjski golding) (slika 12).
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Slika 12: Vsebnost HCA (pg/kg) v govejih sekljancih v kontrolnem vzorcu in vzorcei z dodatkom 0,5 in 1,0 g soli
z vezanimi ekstrakti razli¢nih sort hmelja letnika 2013

Koncentracija ksantohumola, ki zagotavlja najmanjSo tvorbo HCA, je odvisna od sorte.
Enostavneje je dolociti, katera koli¢ina dodatka ekstrakta hmelja je najbolj primerna.
Zaklju¢imo lahko, da je najprimernejsa koli¢ina odvisna od letnika hmelja, in sicer za letnik
2009 0,5 g ekstrakta hmelja vezanega na sol ter za letnik 2013 1,0 g ekstrakta hmelja
vezanega na sol.

Razlog, zakaj je med letnikoma razlika v optimalni koli¢ini ekstrakta hmelja vezanega na sol,
je lahko tudi ta, da se med staranjem hmelja vsebnost in koncentracija razli¢nih polifenolov
spreminjata. Tako je verjetno, da so na zmanjSanje vsebnosti HCA v letniku 2009 vplivale
druge spojine kot pri letniku 2013 (zraven ksantohumola). To nakazuje prooksidativno
delovanje vecje koli¢ine dodatka (1,0 g) letnika 2009, Cesar pri letniku 2013 ne zasledimo.

Kot je Ze bilo omenjeno, se antioksidativna aktivnost med 12-mesec¢nim skladis¢em hmelja v
anaerobnih pogojih prakti¢no ne spremeni, v pogojih z dostopom kisika se zmanjsa za 10-
25 % (Mikyska in Krofta, 2012). Tudi mi smo dokazali, da ekstrakti hmelja starejSega letnika
(enako) uspesno zavirajo tvorbo HCA, kar pomeni, da bi za preprecevanje tvorbe HCA med
toplotno obdelavo lahko uporabili hmelj, ki po sezoni ostane v skladis¢ih. MikySka in Krofta
(2012) omenjata, da po sezoni v skladis¢ih in manjSih pivovarnah ostane precejSen delez
hmelja, ki ima zaradi sprememb sekundarnih metabolitov zmanjSano pivovarsko vrednost.

Zaklju¢imo lahko, da ne moremo dolociti optimalne koncentracije ksantohumola, ki bi v
najve¢ji meri preprecevala tvorbo HCA, saj je le-ta odvisna od sorte hmelja. Znotraj
posamezne koncentracije ksantohumola namre¢ opazimo velike razlike v vsebnosti
posameznih HCA. Pri enaki koncentraciji ksantohumola lahko pri eni sorti opazimo
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zmanjSanje tvorbe posameznega HCA, medtem ko druga sorta hmelja poveca vsebnost HCA
v primerjavi s kontrolnim vzorcem, ali na tvorbo HCA nima vpliva. Na splo$no se vsebnost
skupnih HCA statisti¢no znacilno zmanjsa pri vseh dodanih koncentracijah ksantohumola in
vseh sortah hmelja, s ¢imer smo potrdili hipotezo, da dodatek ekstraktov hmelja zmanjsa
tvorbo HCA v pecenih govejih sekljancih.



51

Janzekovi¢ N. Vpliv dodatka ksantohumola na zmanj$anje tvorbe produktov Maillardove reakcije v sekljancih.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

5.2 SKLEPI

Na podlagi rezultatov smo oblikovali naslednje sklepe:

osnovna kemijska sestava presnega govejega mesa je naslednja: 77,0 % vode, 22,5 %
beljakovin, 0,8 % mascob in 1,1 % skupnih mineralnih snovi;

med hmelji letnika 2009 najve¢ ksantohumola vsebuje Bobek (1,22 mg/g hmelja), v
letniku 2013 pa Aurora (3,12 mg/g hmelja);

hmelji letnika 2013 vsebujejo dva- (Bobek in Celeia) do tri-krat (Aurora) vec
ksantohumola kot letnik 2009;

peceni goveji sekljanci z dodatkom ekstraktov hmeljev vezanih na sol vsebujejo
povpre¢no: 22,35 pg/kg Glu-P-2, 19,36 pg/kg MelQx, 14,26 pg/kg PhIP, 13,62 pg/kg
harmana, 8,48 png/kg norharmana, 3,59 pg/kg 1Qx in 0,90 pg/kg IQ;

v pecenih govejih sekljancih brez dodatka ekstrakta hmelja je nastalo 138,46 ug/kg
HCA;

v sekljancih z dodatkom ekstraktov hmelja vezanih na sol se tvori 1,7- do 5,2-krat
manj skupnih HCA v primerjavi s kontrolnim vzorcem;

koncentracija ksantohumola, ki v najvec¢ji meri zavre nastanck HCA je odvisna od
sorte hmelja; za sorto Aurora 0,1-0,5 in 1,0-1,5 mg/kg, Bobek 0,1-0,5 in 1,5-
2,0 mg/kg, Celeio 0,1-0,5 in 0,5-1,0 mg/kg ter Savinjski golding 0,5-1,0 mg/kg;

govejim sekljancem smo dodali ekstrakt hmelja, ki zraven ksantohumola vsebuje tudi
ostale v etanolu topne spojine, ki bi lahko vplivale na tvorbo HCA. Vpliv ostalih
komponent hmelja je viden predvsem pri vecji koli¢ini dodanega ekstrakta hmelja;

med koli¢ino dodanega ekstrakta hmelja vezanega na sol (0,5 ali 1,0 g) ni statisticno
znacilnih razlik na tvorbo HCA, z izjemo Bobka letnika 2009 in Savinjskega goldinga
letnika 2013.
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6 POVZETEK

Nacin prehranjevanja lahko deluje kot dejavnik tveganja za zdravje posameznika, lahko pa
tudi kot zascitni dejavnik, ki pripomore k ohranjanju zdravja. Meso je pomemben vir
beljakovin in nam zagotavlja vse esencialne aminokisline ter razlicne mikronutriente. Tako je
dragocen vir nekaterih klju¢nih hranil. Obenem se pa ob prisotnosti mesa v prehrani tezko
izognemo tvorbi mutagenih in kancerogenih spojin, ki se tvorijo med toplotno obdelavo.
Raziskovalci se trudijo poiskati nacine zmanjSanja tvorbe teh spojin, med katere uvrs¢amo
tudi heterocikli¢ne aromatske amine.

Namen nasega poskusa je bil zmanjsati vsebnosti HCA v govejih sekljancih med toplotno
obdelavo. Dodali smo ekstrakt hmelja razli¢nih sort in letnikov, saj smo predvidevali, da bo
antioksidativna aktivnost ksantohumola vplivala na tvorbo HCA. Zaradi lazjega rokovanja
smo etanolni ekstrakt vezali na kuhinjsko sol (NaCl). Govejim sekljancem smo dodali 0,5 g
(+0,5 g NaCl) ter 1,0 g ekstrakta hmelja vezanega na sol Za primerjavo smo uporabili
kontrolni vzorec, ki je vseboval samo kuhinjsko sol (1,0 g). Mletemu govejemu mesu smo
dodali ekstrakt hmelja vezanega na sol, mesali v mesalniku in oblikovali 80 g sekljance. Nato
smo jih toplotno obdelali na dvoplos¢nem Zaru pri 240 °C za 4 min ter jih kemijsko in
senzori¢no analizirali.

Osnovno kemijsko sestavo mesa (vsebnost vode, beljakovin, masc¢ob in skupnih mineralnih
snovi) smo analizirali na presnih vzorcih. Pripravili smo etanolne ekstrakte hmeljev 4
razli¢nih sort dveh letnikov. V ekstraktih hmelja smo dolocili vsebnost ksantohumola, saj
smo med sortami in letniki hmelja predvideli razlike v vsebnosti ksantohumola. Etanolne
ekstrakte smo z rotavaporjem vezali na kuhinjsko sol. Vsebnosti ksantohumola in HCA smo
po ekstrakeiji in ¢is€enju s trdno fazo (SPE) dolo¢ili na HPLC-MS.

Ugotovili smo, da presen goveji sekljanec povprecno vsebuje 77,0 % vode, 22,5 %
beljakovin, 0,8 % mascob in 1,1 % skupnih mineralnih snovi. Vsebnost ksantohumola v
hmelju letnika 2009 je najvecja pri sorti Bobek (1,22 mg/g), sledita Aurora (1,05 mg/g) in
Celeia (0,54 mg/g). V hmelju letnika 2013 je najvecja vsebnost ksantohumola pri sorti Aurora
(3,12 mg/g), sledijo Bobek (2,52 mg/g), Savinjski golding (1,39 mg/g) in Celeia (1,29 mg/g).
Pri vseh sortah starejSega letnika (2009) je vsebnost ksantohumola 2- do 3-krat manjsa v
primerjavi s hmeljem letnika 2013.

Goveji sekljanec z dodanimi ekstrakti hmelja vsebuje povprecno 82,55 pg/kg skupnih HCA,
od tega najve¢ Glu-P-2 (22,35 pg/kg), MelQx (19,36 pg/kg), PhIP (14,26 pg/kg) in harmana
(13,62 pg/kg). V manjsih koli¢inah zasledimo $e norharman (8,48 pg/kg), 1Qx (3,59 pg/kg) in
1Q (0,90 ng/kg). Najve¢ HCA (138,46 ug/kg) je nastalo v peCenem kontrolnem sekljancu z
dodano kuhinjsko soljo brez ekstrakta hmelja. Vsebnost skupnih HCA se je statisti¢no
znacilno zmanjsala pri obeh koli¢inah dodanega ekstrakta hmelja, pri vseh sortah in obeh
letnikih hmelja. Izmed dodanih ekstraktov hmelja, nastanek HCA v govejih sekljancih,
najuspesneje preprecuje ekstrakt hmelja sorte Bobek s koncentracijo ksantohumola 1,5-
2,0 mg/kg, (26,67 ng/kg), sledi Savinjski golding (32,61 pg/kg) s koncentracijo ksantohumola
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0,5-1,0 mg/kg. Na splosno ne moremo potrditi, katera koncentracija ksantohumola
najuspesneje zavira nastanck HCA, saj je odvisno od vsake sorte posebej. Lazje je ovrednotiti,
katera koli¢ina dodanega ekstrakta vezanega na sol v vecji meri preprec¢uje tvorbo HCA. Z
dodanimi ekstrakti hmelja letnika 2009 je bila tvorba HCA manjsa z dodatkom 0,5 g ekstrakta
hmelja vezanega na sol. Razlike so statisticno neznacilne, izjema je sorta Bobek. V letniku
2013 tvorbo HCA uspesneje zavira vecja kolic¢ina soli (1,0 g), razen pri sorti Aurora. Tudi v
tem letniku so razlike statistiéno neznacilne, razen pri sorti Savinjski golding.

Nase hipoteze smo v vecji meri potrdili, saj smo z dodanimi ekstrakti hmelja razli¢nih sort in
letnikov zmanjsali tvorbo HCA v govejih sekljancih. Zeleli smo dologiti koncentracijo
ksantohumola, ki bi zagotavljala najmanjSo tvorbo HCA. V poskusu smo ugotovili, da na
zmanjsanje HCA verjetno vplivajo tudi ostale komponente etanolnega ekstrakta hmelja. Zato
ne moremo dolociti koncentracije ksantohumola, ki bi najvecji meri znizala vsebnost HCA v
govejih sekljancih. Sorta hmelja Aurora namre¢ najuspeSneje zniza vsebnost HCA v
koncentracijah ksantohumola 0,1-0,5 in 1,0-1,5 mg/kg, Bobek 0,1-0,5 in 1,5-2,0 mg/kg,
Celeia 0,1-0,5 in 0,5-1,0 mg/kg ter Savinjski golding 0,5-1,0 mg/kg. Vsi sekljanci z dodanimi
ekstrakti hmelja so bili senzori¢no sprejemljivi. Med kontrolnim sekljancem in sekljanci z
dodanimi ekstrakti ni bilo Cutiti senzori¢nih razlik. Dokazali smo tudi, da ekstrakti razlicnih
sort in letnikov hmelja razli¢no delujejo na preprecevanje tvorbe HCA.
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