UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ODDELEK ZA ZIVILSTVO

Anja RECNIK

VPLIV KISLIN IN BAZ NA POTEK OKSIDACIJE V
MODELNIH LIPIDNIH SISTEMIH

MAGISTRSKO DELO

Magistrski studij - 2. stopnja Prehrana

Ljubljana, 2015



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ODDELEK ZA ZIVILSTVO

Anja RECNIK

VPLIV KISLIN IN BAZ NA POTEK OKSIDACIJE V MODELNIH
LIPIDNIH SISTEMIH

MAGISTRSKO DELO
Magistrski Studij - 2. stopnja Prehrana

INFLUENCE OF ACIDS AND BASES ON THE OXIDATION
COURSE OF MODEL LIPID SYSTEMS

M. SC. THESIS
Master Study Programmes: Field Nutrition

Ljubljana, 2015



Recnik A. Vpliv kislin in baz na potek oksidacije v modelnih lipidnih sistemih. I
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnidka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Magistrsko delo je zakljucek magistrskega Studijskega programa 2. stopnje Prehrana. Delo
je bilo opravljeno v laboratoriju Katedre za biokemijo in kemijo zivil Oddelka za Zivilstvo
Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani.

Komisija za Studij 1. in 2. stopnje je za mentorja magistrskega dela imenovala izr. prof. dr.
Blaza Cigic¢a, za somentorico doc. dr. NataSo Segatin in za recenzenta prof. dr. Rajka
Vidriha.

Mentor: izr. prof. dr. Blaz Cigi¢

Somentorica: doc. dr. Natasa Segatin

Recenzent: prof. dr. Rajko Vidrih

Komisija za oceno in zagovor:
Predsednik:
Clan:

Clan:

Datum zagovora:

Podpisana izjavljam, da je naloga rezultat lastnega raziskovalnega dela. Izjavljam, da je
elektronski izvod identi¢en tiskanemu. Na univerzo neodplacno, neizklju¢no, prostorsko in
¢asovno neomejeno prenasam pravici shranitve avtorskega dela v elektronski obliki in
reproduciranja ter pravico omogocanja javnega dostopa do avtorskega dela na svetovnem
spletu preko Digitalne knjiznice BiotehniSke fakultete.

Anja Re¢nik



Recnik A. Vpliv kislin in baz na potek oksidacije v modelnih lipidnih sistemih. i
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnidka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

SD
DK
KG

AV
SA

KZ
ZA
LI

D

OP

JI
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Du2

UDK 664.3.094.3.097.8:577.115:544.3(043)=163.6

rastlinska olja/modelni lipidni sistem/oksidacija lipidov/peroksidno
Stevilo/antioksidanti

RECNIK, Anja, dipl. inZ. Ziv. in preh. (UN)

CIGIC, Blaz (mentor)/SEGATIN, Natasa (somentorica)/ VIDRIH, Rajko
(recenzent)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo

2015

VPLIV KISLIN IN BAZ NA POTEK OKSIDACIJE V MODELNIH LIPIDNIH
SISTEMIH

Magistrsko delo (Magistrski Studij - 2. stopnja Prehrana)

XI1, 66 str., 8 pregl., 30 sl., 2 pril., 66 vir.

sl

sl/en

V okviru magistrske naloge smo analizirali vpliv kislin in baz na tvorbo primarnih
in sekundarnih produktov oksidacije v rastlinskih oljih in modelnih lipidnih
sistemih. Za eksperimente smo uporabili laneno, son¢ni¢no, koruzno in rafinirano
oljéno olje ter zmes gliceril-trioktanoata in metil-linolenata. V olja ter sinteti¢no
lipidno meSanico smo dodajali palmitinsko kislino, heksilamin, triheksilamin ter a-
tokoferol in y-tokoferol ter analizirali njihov vpliv na oksidacijo. Pripravljene
vzorce smo inkubirali na 60°C ter v dologenih &asovnih intervalih dologali
primarne produkte oksidacije s peroksidnim Stevilom in tvorbo konjugiranih
dienov, sekundarne produkte oksidacije pa smo dolocali s para-anizidinsko
vrednostjo in tvorbo konjugiranih trienov. Ugotovili smo, da prosta palmitinska
kislina v meSanicah lanenega in son¢ni¢nega olja ne pospesuje procesov oksidacije.
Heksilamin in triheksilamina sta delovala kot antioksidanta. VV milimolarnem
obmoc¢ju sta upocasnila proces peroksidacije lipidov. Ucinkovitejsi je bil
triheksilamin, kjer smo v doloc¢enih primerih dolo¢ili tudi za ve¢ kot dva velikostna
razreda manjSo tvorbo peroksidov kot v kontrolnih oljih. Z eksperimenti v
modelnih lipidnih sistemih smo potrdili, da triheksilamin deluje kot antioksidant
tudi v odsotnosti tokoferolov. Prav tako smo potrdili, da bazi heksilamin in
triheksilamin sinergisti¢éno delujeta z y-tokoferolom, medtem ko pri a-tokoferolu
sinergisti¢nih u¢inkov nismo zaznali.
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Within the master thesis the influence of acids and bases on the formation of
primary and secondary products of lipid oxidation in plant oils and model lipid
systems was evaluated. Linseed, sunflower, corn and refined olive oil were used, as
also the mixture of glycery-trioctanoate and methyl-linolenate. Palmitic acid,
hexylamine, trihexylamine, a-tocopherol and y-tocopherol were added into oils and
mixture of synthetic lipids in order to evaluate their influence on oxidation.
Samples were incubated at 60 °C and after chosen time intervals products of
primary oxidation were determined by peroxide value and conjugated dienes,
whereas p-anisidine value and conjugated trienes where determined to asses the
concentration of secondary oxidation products. We have found out that free
palmitic acid does increase the rate of peroxidation in the mixture of linseed and
refined olive oil. Hexylamine and trihexylamine were good antioxidants in
milimolar range. Trihexylamine was more efficient in decreasing the rate of
peroxidation, resulting in even more that two orders of magnitude lower amount
peroxides in certain oils. Experiments in model systems revealed that trihexylamine
is an efficient antioxidant even in the absence of tocopherols. Both, hexylamine and
trihexylamine acted synergistically with y-tocopherol, whereas synergism was not
observed in the presene of a- tocopherol.
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Priloga A4: Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v rafiniranem son¢ni¢nem olju (SO) z
dodanimi razli¢nimi koncentracijami THA in HA po inkubaciji na 60 °C

Priloga AS5:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v rafiniranem son¢ni¢nem olju (SO) z
dodanim y-T in razli¢nimi koncentracijami HA po inkubaciji na 60 °C

Priloga A6:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v koruznem olju (KO) z dodanimi razlicnimi
koncentracijami THA in HA po inkubaciji na 60 °C

Priloga A7: Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v modelnem lipidnem sistemu 1 (MLS 1) z
dodanim a-T in razli¢nimi koncentracijami THA po inkubaciji na 60 °C

Priloga A8:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v modelnem lipidnem sistemu 2 (MLS 2) z
dodanim a-T, y-T, THA in HA po inkubaciji na 60 °C

Priloga B: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v meSanicah lanenega in rafiniranega oljénega
olja
Priloga B1: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v meSanicah z 10 % lanenega olja (LO) in 90

% rafiniranega oljcnega olja (OO) z dodanimi razliénimi koncentracijami
THA in PK po inkubaciji na 60 °C

Priloga B2: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v meSanicah s 50 % lanenega olja (LO) in 50
% rafiniranega olj¢nega olja (OO) z dodanimi razli¢nimi koncentracijami
THA in PK po inkubaciji na 60 °C
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

a-T alfa-tokoferol

B-T beta-tokoferol

o-T delta-tokoferol

v-T gama-tokoferol

BHA butil hidroksi anizol

BHT butil hidroksi toluen
GTO gliceril trioktanoat

HA heksilamin

KO rafinirano koruzno olje
LO laneno olje

LOO mesanica lanenega in rafiniranega olj¢nega olja
MK mascobna kislina

MLS modelni lipidni sistem
00 rafinirano olj¢no olje
p-AV para-anizidinska vrednost
PK palmitinska kislina

PS peroksidno $tevilo

SO rafinirano son¢ni¢no olje
TAG triacilglicerol

TBHQ terciarni butil hidrokinon

THA triheksilamin
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1 UVvOD

Prehranski lipidi oz. mascobe, ki so naravno prisotne v surovi hrani ali hrani dodane med
procesiranjem, imajo pomembno vlogo pri okusu in prehranski ter hranilni vrednosti.
Rastlinska olja so ena glavnih skupin Zivil v humani prehrani, saj predstavljajo priblizno 25
% energijskega vnosa hrane. Mascobe nam zagotavljajo energijo, esencialna hranila in
bioaktivne komponente.

Znano je, da je za naSe zdravje pomembno uZzivanje mascob in olj, bogatih s
polinenasi¢enimi oz. veckrat nenasi¢enimi mascobnimi kislinami. ®-6 in ® -3 mascobne
kisline uvrs¢amo med esencialna zivila, ki jih nase telo ne more samo sintetizirati in so
nujno potrebne za normalno delovanje organizma.

Polinenasi¢ene mascobne kisline so zaradi svoje zgradbe bolj podvrzene procesom lipidne
oksidacije kot enkrat nenasicene ali nasi¢ene mascobne kisline.

Lipidna oksidacija predstavlja glavni vzrok poslabSanja kakovosti zivil in je Ze dolgo izziv
proizvajalcem zivil in znanstvenikom, ki se ukvarjajo z Zivili. Vec€ina lipidov je dovzetnih
za oksidacijo zaradi nenasienih mascobnih kislin. Lipidi so dovzetni za oksidativne
procese v prisotnosti kataliticnih sistemov, kot so svetloba, toplota, encimi, kovine,
metaloproteini in mikroorganizmi. (Shahidi in Zhong, 2005; Chen in sod., 2011; Kostik in
sod., 2013).

Produkti, ki se tvorijo v oksidiranih lipidih vkljucujejo Stevilne proste radikalne zvrsti,
primarne produkte oksidacije, kot so hidroperoksidi, sekundarne produkte oksidacije kot so
aldehidi, ogljikovodiki, ketoni in epoksidi. Ti oksidativni procesi prispevajo k razvoju
sprememb okusa in k izgubi esencialnih aminokislin, nepolarnih vitaminov in drugih
bioaktivnih komponent. Vse to vpliva na proizvod, ki postane nesprejemljiv za potrosnika.
Med produkti lipidne oksidacije so lahko tudi toksi¢ne komponente, ki negativno vplivajo
na bioloSka tkiva in strukture.

Lipidi so lahko podvrzeni razlicnim tipom oksidacij: avtooksidaciji, foto-oksidaciji,
termicni oksidaciji in encimski oksidaciji pod razli¢nimi pogoji, ki ponavadi vkljucujejo
nekatere tipe prostih radikalov ali kisikovih zvrsti (Shahidi in Zhong, 2005; Chen in sod.,
2011).

Lipidno oksidacijo lahko prepreCujemo z izkljucitvijo kisika ali pa z dodatkom
antioksidantov. Dodatek antioksidantov je ena izmed ucinkovitih metod preprecevanja
lipidne oksidacije.
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Nekatere Studije so pokazale, da proste kisline in baze (nepolarni amini) lahko vplivajo na
potek oksidacije lipidov. Nekateri amini (npr. etoksikvin) se ze dolgo uporabljajo kot
antioksidanti v lipidnih sistemih. Mehanizem delovanja aminov kot antioksidantov Se ni
popolnoma pojasnjen. Rezultati preteklih Studij pa kazejo, da bi antioksidativno aktivnost
lahko pripisali kelatorskim lastnostim aminov ali pretvorbi aminov v antioksidante med
inkubacijo v olju. MoZen mehanizem delovanja baz kot antioksidantov je tudi pospesSitev
reakcije tokoferolov s prostimi radikali.

1.1 NAMEN NALOGE

V okviru magistrske naloge smo Zeleli preveriti vpliv kislin in baz na tvorbo primarnih in
sekundarnih produktov oksidacije v rastlinskih oljih in modelnih lipidnih sistemih.
Zanimala nas je koncentracijska odvisnost ucinkovitosti uporabljenih aminov kot
antioksidantov, prav tako pa smo Zeleli ugotoviti, ali amini sinergistino delujejo z
antioksidanti, ki so ze prisotni v oljih.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo, da bodo amini upocasnili oksidacijo lipidov rastlinskih oljih in modelnih
lipidnih sistemih. Predpostavljamo, da bo prosta palmitinska kislina pospeSila oksidacijo
lipidov v rastlinskih oljih. Predpostavljamo tudi, da bomo ugotovili sinergisti¢no delovanje
med amini in tokoferoli.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 LIPIDNA OKSIDACIJA

NajpogostejSe spremembe triacilglicerolov v Zivilih:
- hidrolitske in
- oksidativne.

Hidrolitske spremembe mascob potekajo pod vplivom lipaz, ki se nahajajo v zivilih (sadje,
zelenjava, oljarice, zitarice, mleko), v prebavnem traktu sesalcev oziroma jih izlocajo
mikroorganizmi. Hidrolitske spremembe mas¢ob nastopijo tudi kot kemijska hidroliza pri
procesiranju Zivil, predvsem pri segrevanju v kislem mediju.

Oksidativne spremembe mascob v hrani obsegajo oksidacijo nenasi¢enih mascobnih kislin
kot so oleinska, linolna in linolenska v hidroperokside, ki se nato razgrajujejo v razli¢ne
spojine (Zelenik-Blatnik, 1992). Oksidativne spremembe povzrocajo spremembe v aromi
mascobnih zivil, ki jih zaznavamo kot aromo po Zarkem, ribah, kovini ali lepenki (Belitz in
sod., 2009).

Lipidna oksidacija zajema skupek avtokataliticnih reakcij. Moznih je ve¢ simultanih
reakcij zaradi delovanja kisika, svetlobe, katalizatorjev in encimov. Avtooksidacija je
verizna reakcija, ki nastane zaradi kisika v zraku, ki vpliva na nenasi¢ene mascobne kisline
in je odvisna od prostih radikalov. Poteka vse dokler nastajajo prosti radikali. Konca se, ko
se prosti radikali stabilizirajo ali se iz njih pri¢no tvoriti nereaktivne molekule. Ko se
avtooksidacija enkrat pri¢ne, se lahko nadaljuje v temi. Fotooksidacija je pogojena z
nastankom mocno reaktivnega singletnega kisika na svetlobi. Termi¢na oksidacija je
posledica poviSane temperature okolja. Ta proces je Se posebej izrazit pri segrevanju olja v
procesih kot so npr. cvrenje ob prisotnosti kisika (Roman in sod., 2013).

2.1.1 Mehanizem lipidne oksidacije

Avtooksidacija poteka progresivno preko ve¢ stopenj in se ponavadi za¢ne z radikalnim
veriznim mehanizmom, ki vkljucuje naslednje stopnje:

- Iniciacijo (zacetek)
LH — Le + He (1)
LOOH — LOe + HOe ..(2)

Energija v obliki toplote, svetlobe ali drugega sevanja s pomocjo katalizatorja odcepi
vodikov atom od mascobne kisline. Po odstranitvi vodikovega atoma z mascobne kisline
(proste ali zaestrene) nastane prosti radikal (reaktivna spojina z nesparjenim elektronom).
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Iniciacija procesa se lahko zacne tudi s cepitvijo hidroperoksida, kot je predstavljeno v
enacbi (2). To je zacetek ali iniciacija.

- propagacijo (Sirjenje)

Le + O,— LOOe ..(3)
LOOe + LH — LOOH + L ..(4)
LOe + LH — LOH + Le ..(5)

Po adiciji kisika na prosti radikal, ki je nastal iz masc¢obne kisline, se tvori peroksilni
radikal (ROO). Ta reagira z masc¢obno kislino in ji odvzame vodikov atom. Pri tem nastane
hidroperoksid (ROOH) in nov mas¢obnokislinski radikal. To je propagacija.

- terminacijo (zakljucek)

Le+Le— LL ...(6)
Le + LOe— LOL (7
Le + LOOe— LOOL ..(8)
LOOe + LOOe— LOOL + Os. ..(9)

Reakcija dveh prostih radikalov rezultira v neradikalskem produktu. To je terminacija
(Roman in sod., 2013).

Hidroperoksidi vstopajo v vrsto reakcij, ki vodijo do ve¢ prostih radikalov in stabilnih
kon¢nih produktov. Ti koncni produkti obsegajo karbonilne spojine s kratko verigo, ki
povzrocajo zarek vonj in stranske reakcije, ki vodijo do poslabSanja kvalitete.
Hidroperoksidi so pomembni primarni produkti oksidacije mas¢ob. So nehlapni, brez vonja
in okusa. Njihova tvorba in akumulacija predstavlja napredovanje avtoooksidacije, ne
pomeni pa tudi pojava Zarkosti.

Hidroperoksidi so relativno neobstojni. Ko se njihova koncentracija v sistemu poveca, se
pri¢nejo pretvarjati v druge spojine. Ena od moznih reakcij je monomolekularen razpad
hidroperoksidov v alkoksi in hidroksi radikal. Obstajajo razlicne moznosti nadaljnjih
reakcij alkoksi radikalov:

a.) Tvorba aldehidov. Po tej poti se tvori aldehid s kratko verigo. Tvori se tudi
ekvivalentna koli¢ina novih prostih radikalov, ki vstopajo v novo verizno reakcijo.
Aldehidi se lahko oksidirajo v kislino, reducirajo alkohol, reagirajo z amino
skupino, itd.

b.) Redukcija do alkohola. V tem primeru reagira alkoksi radikal z novo molekulo
mascobe ob tvorbi alkohola in novega prostega radikala, ki sodeluje pri
nadaljevanju verizne reakcije.

c.) Tvorba ketonov. Alkoksi radikal se oksidira z drugim prostim radikalom. To je
reakcija terminacije.



Recnik A. Vpliv kislin in baz na potek oksidacije v modelnih lipidnih sistemih. 5
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Razgradnja hidroperoksidov do alkoksi in hidroksi radikalov je predominantna pot, dokler
je obseg oksidacije nizek. Ko oksidacija napreduje, potekajo bimolekularni procesi, kot je
polimerizacija. Polimerizacija je tvorba viskoznih, gumi podobnih polimerov, kot
posledica avtooksidacije mascob (Zelenik-Blatnik, 1992).

Posledica oksidacije je nastanek neprijetnega vonja in okusa, ki je znacilno za zarka olja in

mascobe, kakor tudi sprememba funkcionalnih in prehranskih lastnosti olja (Skvarca,
2000).

2.1.2 Mascobe, mascobne Kisline in lipidna oksidacija

Mascobe in olja so bioloske meSanice rastlinskega izvora, sestavljene iz estrov alkohola
glicerola in mascobnih kislin (Dauquan in sod., 2011).

Mascobne kisline so bioloske molekule, ki vsebujejo polarno karboksilno skupino, vezano
na nerazvejano alifatsko verigo. Stevilo ogljikovih atomov v magéobnih kislinah je lahko
4-36. Ogljikovi atomi so povezani z enojnimi (nasi¢ene mascobne kisline) ali z eno ali vec¢
dvojnimi vezmi (nenasi¢ene mascobne kisline) (Boyer, 2005).

Nenasi¢ene mascobne kisline imajo ravno verigo s sodim Stevilom ogljikovih atomov (od
Ci0 do Cy), najpomembnejSe pa so tiste z 18-C atomi in eno ali ve¢ dvojnimi vezmi.
Kisline z dvema ali ve¢ dvojnimi vezmi, ki so znane kot polinenasicene kisline (linolna,
linolenska) in jih uvr§¢amo v skupino ®-3 in -6 mascobnih kislin, so esencialne (Zelenik-
Blatnik, 1992). Oleinska kislina je poleg linolne kisline najbolj zastopana masc¢obna kislina
v rastlinskih oljih (Smith in sod., 2007).

Fizikalne in kemijske lastnosti ter stabilnost olj in mas¢ob so odvisne od sestave
mascobnih kislin (Kostik in sod., 2013).

Nasi¢ene mascobne kisline so najbolj stabilne in najmanj podvrzene oksidaciji. Manj
stabilne od nasicenih so nenasi¢ene mascobne kisline. Polinenasi¢ene mascobne kisline so
manj stabilne od mononenasi¢enih mascobnih kislin, ker so zaradi prisotnosti dveh ali ve¢
dvojnih vezi bolj obcutljive na oksidacijo (Aladedunye in Przybylski, 2013).

Linolna kislina velja za 40-krat reaktivnejSo od oleinske kisline, zaradi dveh dvojnih vezi,
kjer so vodikovi atomi Sibkeje vezani na enajstem ogljikovem atomu. Hitrost
avtooksidacije linolenske kisline je 2,4-krat hitrejSa od avtooksidacije linolne Kisline
(Roman in sod., 2013).

Na stabilnost olj in mas¢ob poleg mascobnih kislin vplivajo tudi mikro komponente.
Jedilna olja po rafiniranju in deodorizaciji vsebujejo manjse koli¢ine komponent prisotnih
v manj$i koncentraciji, kot so proste mascobne kisline, monoacilgliceroli, diacilgliceroli,
fosfolipidi, steroli, tokoferoli, Klorofili, karotenoidi, hidroperoksidi, oksidirane
komponente in kovinski ioni, ki vplivajo na kvaliteto olj. Nekatere od teh komponent se v
oljih lahko obnasSajo kot antioksidanti, druge pa kot prooksidanti (Choe, 2008).
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Reakcije med vodo in triacilglicerolom povzroc¢ijo nastanek prostih mascobnih kislin in
diacilglicerola (Chen in sod., 2011). Tudi po rafiniranju in deodorizaciji jedilna olja
vsebujejo priblizno 0,05-0,70 % prostih mascobnih kislin. Proste mas¢obne kisline so bolj
dovzetne za avtooksidacijo kot zaestrene maScobne Kkisline. Proste mascobne Kisline
pospeSujejo oksidacijo triacilglicerola v rastlinskih oljih in delujejo kot prooksidanti.
Proste maSCobne kisline delujejo kot prooksidanti ker direktno spodbujajo kislinsko
katalizirano razgradnjo lipidnih hidroperoksidov in/ali ker se s kovinskimi ioni povezejo v
prooksidantne komplekse (Chen in sod., 2011; Yi in sod., 2013).

Prooksidantna aktivnost prostih mas¢obnih kislin ni odvisna samo od koncentracije prostih
mascobnih kislin, ampak tudi od molekularne strukture oz. sestave mascobnih Kislin.
Proste masScobne kisline s krajSimi verigami in vi§jo stopnjo nenasicenosti imajo vecji
prooksidantni ucinek (Yi in sod., 2013). Prooksidantna aktivnost prostih maS¢obnih kislin
je torej odvisna od kvalitete olj in masc¢obnokislinske sestave olj (Waraho in sod., 2011).
PoviSanje koncentracij prostth masc¢obnih kislin v rastlinskih oljih (0,05-1 %) povzroci
poviSanje izgub tokoferolov (Yoshida in sod., 1992).

Yoshida in sodelavci so leta 1992 so v svoji Studiji delali s prostimi mas€¢obnimi kislinami
kot so kaprilna, kaprinska, lavrinska, miristinska, palmitinska in stearinska mascobna
kislina. Te kisline so dodajali segretemu sojinemu olju. Rezultati so pokazali, da dodatek
prostih mas¢obnih kislin pospeSuje oksidacijo. Izkazalo se je, da oksidacijo bolj
pospesujejo proste maScobne kisline s krajsSimi verigami. Dodatki visjih koncentracij
prostih mascobnih kislin so se izkazali za bolj prooksidativne.

Auborg (2001) je naredil Studijo, ki je dala podobne rezultate za ribje olje. ViSja stopnja
oksidacije se je pokazala pri dodatku prostih mas¢obnih kislin s krajSo verigo (lavrinska in
miristinska). Nizja stopnja oksidacije se je pokazala ob dodatku prostih mascobnih kislin z
daljSo verigo (stearinska in arahidonska).

Paradiso in sodelavci (2010) so naredili $tudijo vpliva prostih masc¢obnih kislin na potek
oksidacije v olj¢nem olju. Uporabili so pre¢is¢eno meSanico deviSkega in rafiniranega
olj¢nega olja, kateremu so dodali precis€¢en hidrolizat te meSanice, ki je vseboval proste
mascobne kisline). Olju so dodali hidrolizat v stirih razli¢énih koncentracijah (0,25 %, 0,50
%, 1 % in 3 %). Vzorce so dali za 10 dni na 60 °C. Izkazalo se je, da so se primarni in
sekundarni produkti oksidacije najbolj tvorili v olju z dodatkom 0,25 % in 0,5 % MK, nato
sta sledili kontrola in dodatek 1 % meSanice MK, medtem ko je bila v olju z dodatkom 3 %
mesanice MK vsebnost peroksidov najmanj$a v vseh ¢asovnih intervalih. Kljub navidez
antioksidativnemu ucinku vecjih koncentracij MK, pa so vsi dodatki rezultirali v krajSih
indukcijskih periodah v rancimatnem testu. Razlog temu je najverjetneje to, da imajo
karboksilne skupine prostih maScobnih kislin kataliticni efekt na razgradnjo
hidroperoksidov. Proste mascobne kisline naj bi tako bile pretezno vkljuCene v
pospeSevanje razgradnje hidroperoksidov, bolj kot pa v njihovo nastajanje (Paradiso in
sod., 2010).
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Waraho in sodelavci so se leta 2011 lotili $tudija vpliva dodanih prostih mas¢obnih kislin
na potek lipidne oksidacije v emulziji sojinega olja in vode. Sojino olje so precistili in
pripravili 1 % emulzijo z vodo, ki so jo shranili na 15 °C v temi za ve€ dni. Tej emulziji so
nato dodajali naslednje proste mascobne kislin v razli¢nih koncentracijah: oleinska (Cis),
elaidinska (trans), linolna (cis-cis), lino-elaidinska (trans-trans) in linolenska (cis-cis-cis).
Vzorcem so nato merili primarne produkte oksidacije (hidroperokside) in sekundarne
produkte oksidacije (heksanal). Rezultati niso pokazali velikih razlik v nastanku
hidroperoksidov in heksanala pri dodatku 0,05-0,1 % oleinske kisline oljni emulziji v
primerjavi s kontrolnim vzrocem oljne emulzije brez dodatka. Dodatek 0,50 %, 0,75 % in
0,1 % oleinske kisline pa je po dveh dneh inkubacije povzrocil bistveno povisanje
primarnih in sekundarnih produktov oksidacije, v primerjavi z vzorcem brez dodatka. V
emulzijah z dodanimi oleinsko, linolno in linolensko kislino so bile ravni primarnih in
sekundarnih produktov lipidne peroksidacije visje v primerjavi z vzorcem brez dodanih
prostih mascobnih kislin (ne glede na cis ali trans konfiguracijo). Zanimivo in v nasprotju
z nekaterimi drugimi raziskavami (Yi in sod., 2013) je, da so se koncentracije produktov
oksidacije zmanjSevale z naras¢ajoco stopnje nenasicenosti dodanih prostih masc¢obnih
kislin. V prisotnosti 0,5 % oleinske kisline v emulziji, je nastalo precej ve¢ peroksidov in
heksanala kot v prisotnosti enakih koncentracij polinenasi¢enih MK. Mozen mehanizem
prooksidativnega delovanja prostih mascobnih kislin je, da pospeSujejo oksidacijo, ker se
najprej oksidirajo same in nato oksidirajo Se mascobne Kkisline, ki so vezane na
triacilglicerole v oljih (Waraho in sod., 2011).

2.1.3 Vpliv oksidiranih mascob na zdravje

Oksidirane mascobe vplivajo na razvoj bolezni in potek metabolizma mascob ter
povzrocajo oksidativni stres in vnetja (Turner in sod., 2006). V ¢loveskem telesu so prosti
radikali (eksogeni ali endogeni) ves Cas v stalnem ravnotezju z antioksidanti. Ko se
ravnotezje porusi, lahko pride do poskodb celi¢nih struktur, ki so najpogostejSi vzrok za
staranje in pojav razli¢nih bolezni. Z oksidiranimi ma$¢obami lahko povezemo Stevilne
tipe bolezni — aterosklerozo kot predhodnico drugih kardiovaskularnih bolezni, vnetno
bolezen sklepov, vklju¢ujo¢ revmatoidni artritis, patogena stanja prebavnega trakta. Prav
tako lahko oksidirane mas¢obe povzrocajo mutagenost, genotoksi¢nost, karcinogenezo in
teratogenost (Grootveld in sod., 2001).

Oksidirane masScobe razgrajujejo vitamine B1, B5, B12, E, A, aminokislini metionin in
lizin, drazijo crevesno sluznico in znizujejo absorpcijo hrane v crevesju. Razgrajene
mascobe imajo kancerogeni ucinek, ker malonaldehid in hidroperoksidi katalizirajo
nastanek nitrozaminov, ki so potrjeno kancerogeni (Grootveld in sod., 2001).

Metabolizem mascob je pomemben faktor dolocitve tveganja za nastanek
kardiovaskularnih bolezni. Oksidirane mas¢obe se v Cloveskem telesu absorbirajo in
metabolizirajo, hkrati pa spreminjajo metabolizem holesterola. Vecina Studij je pokazala da
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oksidirane mas¢obe zvisujejo sprejem holesterola in raven skupnega holesterola. To lahko
ima potencialni vpliv na nastanek ateroskleroze. Oksidativni stres ima pomembno viogo
pri razvoju kardiovaskularnih bolezni. Oksidativni stres povzroCi povecanje aktivnosti
encimov in antioksidantov, vkljuenih v zmanjSevanje oksidativnega stresa. Vnos
oksidiranih mas¢ob negativno vpliva na te in druge §tevilne obrambne mehanizme. Stevilni
markerji oksidativnega stresa so pokazali da oksidirane mascobe vplivajo na poviSanje
markerjev oksidiranosti, zmanjSujejo raven prehranskih antioksidantov (o-tokoferol) v
plazmi in spreminjajo antioksidantno aktivnost nekaterih encimov (katalaze in glutation
peroksidaze). Vnetni procesi v organizmu sodeluje pri nastanku ateroskleroze. Oksidirane
mascobe imajo v veliki meri pro-vnetne uc¢inke in negativno vplivajo na zilne funkcije pri
ljudeh in zivalih (Turner in sod., 2006).

2.1.4 Preprecevanje lipidne oksidacije

Lipidno oksidacijo lahko preprecujemo z izkljucitvijo kisika ali pa z dodatkom
antioksidantov. Dodatek antioksidantov je ena izmed ucinkovitih metod preprecevanja
lipidne oksidacije (Chen in sod., 2011). Antioksidanti so spojine, ki preprecujejo
oksidacijo snovi, tako da veZejo proste radikale, kelirajo kovinske ione, in odstranjujejo ali
popravljajo oksidativno poSkodovane molekule (KoroSec, 2000). Kako antioksidanti
preprecujejo oksidacijo, je odvisno od vrste antioksidanta. Antioksidanti so lahko encimski
ali neencimski, topni v vodi ali mas¢obah (Briviba in Sies, 1994).

Antioksidante lahko razdelimo v primarne in sekundarne, odvisno od mehanizma
njihovega delovanja.

Primarni antioksidanti so lovilci prostih radikalov, ki delujejo tako, da inhibirajo
iniciacijsko stopnjo oksidacije ali prekinejo stopnjo propagacije (Zuta in sod., 2007).
Primarni antioksidanti so spojine, ki preprecujejo ali zavirajo proces oksidacije tako, da
reaktivne radikale spremenijo v bolj stabilne produkte in s tem prekinejo verizno reakcijo
avtooksidacije. Tvorbo peroksidnih radikalov ali hidroperoksidov antioksidant onemogoci
tako, da odda vodikov atom ali elektron prostemu radikalu in prekine avtooksidacijo. V to
vrsto antioksidantov uvr§¢amo vitamin C in tokoferole (vitamin E) ter nekatere fenole in
njihove derivate (Raspor in sod., 2000).

Sekundarni antioksidanti upocasnijo avtooksidacijo tako, da reagirajo s prostimi
kovinskimi ioni, ki so Kkatalizatorji oksidacije, odvzemajo kisik iz medija, razgrajujejo
hidroperokside do komponent, ki niso prosti radikali, absorbirajo UV svetlobo in
deaktivirajo aktivni Kisik. Predstavniki sekundarnih antioksidantov so fenoli, tokoferoli
(vitamin E), karotenoidi in nekatere druge naravne spojine (Raspor in sod., 2000).

Antioksidant reagira s peroksidnim radikalom, ki je nastal z oksidacijo lipida. Tvori se
hidroperoksidna molekula in prosti radikal antioksidanta.
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AH + LOOe— Ae + LOOH ..(10)

Prosti radikal antioksidanta je relativno stabilen, obratna reakcija je zelo po¢asna. Prosti
radikali antioksidanta ne pospesujejo verizne reakcije avtooksidacije, razen ¢e so prisotni v
preseznih koli¢inah.

Antioksidanti reagirajo podobno z alkoksidnim prostim radikalom, ki nastane med
razgradnjo hidroperoksida.

AH + LOe — Ae + LOH .(11)

Najbolj pogosto uporabljani antioksidanti so lovilci prostih radikalov, ki inaktivirajo proste
radikale, ki se tvorijo v iniciacijski in propagacijski stopnji lipidne oksidacije. Stevilni
naravni ali sinteti¢ni fenoli lahko reagirajo s hidroperoksilnimi in alkoksilnimi radikali, in
tako le-ti ne morejo pospesiti oksidacije nenasi¢enih mas¢obnih kislin. Ponavadi imajo
sinteti¢ni fenolni antioksidanti (kot so BHA, BHT, TBHQ) visjo antioksidativno aktivnost
kot pa naravni. KoriS€enje sinteticnih fenolnih antioksidantov je omejeno zaradi
domnevnega negativnega vpliva na zdravje (Chen in sod., 2011).

Ucinkovitost antioksidantov v mascobah je odvisna od:

- vrste olja in maS¢ob glede na vsebnost nenasic¢enih mascobnih kislin,

- temperature, ki vpliva na mehanizem oksidacije in razgradnjo hidroperoksidov,
primarnih oksidacijskih produktov (hidroperoksidi) ali sekundarnih produktov
(karbonilne spojine in/ali hlapne komponente),

- meSanice antioksidantov, pogosto tudi sinergistov,

- topnostnih dejavnikov (porazdelitev antioksidantov med vodno in oljno fazo)
(Gunstone, 1996).

2.2 TOKOFEROLI (VITAMIN E)

Vitamin E obstaja v naravi kot zmes kemijsko med seboj podobnih spojin in so po sestavi
fenolne spojine. Razlikujejo se po poloZaju in Stevilu metilnih skupin na benzenovem
obrocu (Rudan-Tasi¢, 2000). V druzini tokoferolov poznamo 8 strukturno razli¢nih
komponent; 4 komponente poznane kot tokoferoli in 4, poznane kot tokotrienoli. Vse
strukture so si med seboj podobne in sestojijo iz 6-kromanolnega aromatskega obroca s
hidroksilno skupino in stransko alifatsko verigo s 16-imi ogljikovimi C atomi. Tokotrienoli
se od tokoferolov razlikujejo po tem, da imajo tri dvojne vezi (nenasicene vezi) v stranski
alifatski verigi. Tokoferoli in trienoli sestojijo iz a-, -, y- in 6- izomer. NajpogostejSa sta
a-tokoferol z molsko maso 430, 7061 g/mol in y-tokoferol z molsko maso 416, 67952
g/mol, ki sta prikazana na sliki 1 in 2 (Eskin in Przybylski, 2001).
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Vse omenjene spojine so biolosko aktivne in izkazujejo lastnosti antioksidantov (in vivo in
in vitro), ki $¢itijo nenasi¢ene mascobne kisline pred oksidacijo. a-tokoferol je glavna
aktivna sestavina vitamina E ter v naravi tudi najbolj razSirjena; naravni stereoizomer je
RRR-a-tokoferol (R konfiguracija na vseh treh asimetricnih C atomih v stranski verigi),
sinteticno pridobljeni a-tokoferol (manj bioloSko aktiven) pa je zmes razlicnih moznih
stereoizomer, zato oznaka all-rac-a-tokoferol (Rudan-Tasi¢, 2000).
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Slika 1: Strukturna formula o-tokoferola (NCBI, 2015a).
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Slika 2: Strukturna formula y-tokoferola (NCBI, 2015b).

Med naravnimi antioksidanti so tokoferoli najbolj pogosti lovilci prostih radikalov, ki jih
najdemo v rastlinskih oljih, hkrati pa so najverjetneje najpomembnejSi antioksidanti v
rastlinskih oljih. Tokoferoli spadajo med naravno prisotne spojine, ki jih najdemo v
rastlinah. Nepredelana rastlinska olja normalno vsebujejo koncentracije tokoferolov med
200 in 1000 ppm (=0,5-2,5 mmol/L). Po rafiniranju, priblizno 70 % naravno prisotnih
tokoferolov ostane v olju. Priblizno 30 % tokoferolov je v oljih odstranjenih po postopku
deodorizacije (Zuta in sod., 2007). Vsebnost tokoferolov v nekaterih oljih in masteh je
predstavljena v Preglednici 1.
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Preglednica 1: Vsebnost skupnih tokoferolov v nekaterih oljih in masteh (mg/kg) (Gunstone, 1996)

OLJE Tokoferoli Tokotrienoli

o B Y a B
Repicno 210 1 42 / / /
Koruzno 112 50 602 19 / /
Bombazevo 389 / 387 / / /
Olj¢no 119 / 7 / / /
Palmovo 256 / 316 70 146 3
Arasidovo 130 / 214 21 / /
Sezamovo 136 / 290 / / /
Sojino 75 15 797 266 2 /
Sonéniéno 487 / 51 8 / /
Iz pSeni¢nih 1330 710 260 271 26 18
kal¢kov
Orehovo 563 / 595 450 / /
Slanik 92 / / / / /
Svinjska 12 / 7 / /
mast
Loj 27 / / / / /

(vrednost pod 1 ppm je prikazana s /)

Najbogatejsi viri vitamina E so rastlinska olja, sojina moka, koruza, bombazno seme, Zitni
kal¢ki, orehi, lesniki, nekoliko manj pa ga je v zelenolistni zelenjavi ter ribah in sadju. Kot
celi¢ni antioksidant je vitamin E (a-tokoferol) nujno potreben za zive organizme, saj
preprecuje spontano oksidacijo mocno nenasicenih spojin, predvsem tvorbo peroksidov v
nenasi¢enih mascobnih kislinah v lipidnih membranah ter §¢iti druge biolosko aktivne
spojine, npr. vitamin A, ubikinon, hormone in encime pred oksidacijo. Biolosko
(vitaminsko) ter antioksidativno delovanje tokoferolov je odvisno od strukture in se
spreminja takole:

- biolodko delovanje (aktivnost vitamina E): a.>> 3, v, 9,

- antioksidativno delovanje & >> >y > a.

V zivilski industriji ima dodajanje a-tokoferola in meSanih tokoferolov razlicnim zivilom
bolj kot samo poveCanje vsebnosti vitamina E (izboljSava hranilne vrednosti Zivil),
predvsem namen povecati obstojnost zivil (Rudan-Tasi¢, 2000).

Tokoferoli so med najbolj uc¢inkoviti naravni lipidni antioksidanti. Lipidni radikali z njimi
reagirajo veliko hitreje kot z ostalimi molekulami v oljih in mascobah; ena molekula
tokoferola lahko varuje priblizno 10% do 10° molekul polinenasi¢enih mas¢obnih kislin pri
majhnih peroksidnih vrednostih (Eskin in Przybylski, 2001).

Antioksidativno delovanje tokoferolov sloni na dveh principih: na principu elektron
donorske prekinitve avtooksidacijske verige in na principu elektron akceptorske prekinitve
avtooksidacijske verige (Zuta in sod., 2007).
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Mehanizem delovanja tokoferolov kot antioksidantov:
Antioksidativna aktivnost tokoferolov ve€inoma temelji na njihovi sposobnosti doniranja
vodikovega atoma prostim mascobnim radikalom.

LOO® + TOC — LOOH + TOC® ..(12)
LOO® + TOC*— LOO - TOC ..(13)
(Zuta in sod., 2007).

Tekom oksidativnih sprememb mascob lahko tokoferoli v razlicnih reakcijah tvorijo
fenoksilne radikale, ki so resonancno stabilizirani (nizko energetski intermediati) in kot
taki zakljucijo verizno radikalsko reakcijo do stabilnih spojin.

LOO® + TOC — LOOH + TOC® ..(14)
LO® + TOC — LOH + TOC® ...(15)
L* + TOC — LH + TOC"® ..(16)
OH® + TOC — H,0 + TOC® ..(17)

(Kahl in Hildebrandt, 1986).

NajpomembnejSa je prva reakcija in med tokoferoli najhitreje reagira a-tokoferol, celo
hitreje kot npr. sinteti¢ni antioksidant BHT (Rudan-Tasi¢, 2000). o-tokoferol je zaradi
svoje strukture bolj ucinkovit donor vodikovih atomov kot ostale izomere (Eskin in
Przybylski, 2001).

Antioksidativno delovanje tokoferolov je pri nizjih temperaturah (20 do 60 °C) bolj
ucinkovito pri a-tokoferolu, temu sledijo B-, y- in &-tokoferol; pri visjih temperaturah (80
do 120 °C) je zaporedje po ucinkovitosti naslednje: & <y < < a (Eskin in Przybylski,
2001).

Vecji u€inek y- ali tudi npr. d-tokoferola kot antioksidanta, v primerjavi z a-tokoferolom,
temelji na ve¢ji stabilnosti y- in &-tokoferola tudi pri vi§jih temperaturah ter razli¢nih
produktih v procesu antioksidativnega delovanja. V primeru y-tokoferola se kromanski
obroC ne odpre, nastala dimerna produkta sta Se vedno antioksidativno aktivna za razliko
od produkta, ki nastane v primeru a-tokoferola, to je p-kinona (Rudan-Tasi¢, 2000).

Pod dolo¢enimi pogoji je antioksidativna sposobnost a- tokoferolov manj u¢inkovita, kadar
gre za zviSanje koncentracije samih tokoferolov. To se zgodi zaradi njihove sposobnosti
redukcije oksidiranih oblik kovinskih ionov prehodnih elementov (Cu?*, Fe**) endogenih
prehodnih kovin, ki so naravno prisotne v oljih ali pa se pojavijo zaradi kontaminacije med
procesiranjem. Te reducirane kovine lahko pospeSujejo razgradnjo Ze obstojecih lipidnih
hidroperoksidov.

TOC + Mn**— TOC" + Mn* ..(18)
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LOOH + Mn* + LOe + HO™ + Mn** ..(19)

ZmanjSana aktivnost tokoferolov je posledica sposobnosti tokoferilnih radikalov, da
pospesujejo oksidacijo mascobnih kislin, posebno kadar so koncentracije tokoferilnih
radikalov visoke (Zuta in sod., 2007). Sprememba aktivnosti v prooksidativno delovanje se
opazi, ¢e se poveca koncentracija a-tokoferola od 0,04 na 4 % (izrazeno na maso linolne
kisline), do¢im y- in &- tokoferol izkazujeta antioksidativno sposobnost tudi pri visji
koncentraciji (Rudan-Tasic¢, 2000).

Aktivnost tokoferolov kot prooksidantov je lahko odvisna tudi od temperature in strukture
medija ali okolja, v katerem se nahajajo (Zuta in sod., 2007).

LOOH + TOCe— LOOe + TOC ..(20)
LH + TOCe — Le + TOC .(21)

Mozno je, da se oksidirani tokoferoli naravno pojavljajo v olju, kar predstavlja vir
prooksidantov (Chen in sod., 2011; Zuta in sod., 2007).

Vec studij je pokazalo, da naj bi bili tokoferoli u¢inkovitejsi v animalnih mascobah, kot v
rastlinskih mas¢obah. Pokazalo se je tudi, da naj bi bili tokoferoli bolj stabilni v oljih z
veckrat nenasi¢enimi maS¢obnimi kislinami (Zuta in sod., 2007).

Tokoferoli se pogosto dodajajo Zivilom v kombinaciji z drugimi antioksidanti in sinergisti
(Rudan-Tasic, 2000).

2.3 BAZE KOT ANTIOKSIDANTI

Za zascito mascob pred oksidacijskimi procesi poznamo ve¢ metod. Med najbolj pogostimi
in u¢inkovitejSimi je dodajanje antioksidantov, naravnih in sinteti¢nih. Uporaba sinteti¢nih
antioksidantov je omejena zaradi potencialnih nevarnih uéinkov za zdravje. Kljub vsemu
pa se v zadnjem Casu veca interes po razvoju novih antioksidantov, ki bi bili ¢im man;j
toksi¢ni, ki bi imeli visoko antioksidativno delovanje, bi bili dobro termic¢no stabilni in ki
bi bili pripravljeni/proizvedeni iz naravnih prekurzorjev (Aladedunye in sod., 2012).

Med potencialne naravne antioksidante bi lahko spadali amini. Amini so organske spojine
s funkcionalno skupino, ki vsebuje duSikov atom s parom neveznih elektronov. Amini se
obnasajo kot Sibke baze. Tisti z manjSo molekulsko maso, ki so bolj hlapni, imajo obic¢ajno
mocan vonj po pokvarjenih ribah ali gnijo¢em zivalskem mesu. Amini kot baze so donorji
elektronskega para (Atkins in sod., 1998).

Amini so derivati amoniaka, v katerem je eden ali ve¢ vodikovih atomov zamenjanih, na
primer z alkilnimi ali arilnimi skupinami. Glede na Stevilo alkilnih skupin, vezanih na
dusik, jih delimo na primarne, sekundarne in terciarne amine. Primarni amini so mocnejse
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baze kot amoniak, sekundarni amini so Se nekoliko moc¢nejSi. Terciani amini pa so po
navadi SibkejSi kot primarni (Atkins in sod., 1998).

Nekateri amini (npr. etoksikvin) se Ze dolgo uporabljajo kot antioksidanti v lipidnih
sistemih.

Etoksikvin (prikazan na sliki 3) je amin in se kot ucinkovit antioksidant uporablja v
zivalski prehrani, saj varuje masCobe pred lipidno peroksidacijo in stabilizira
mascobotopne vitamine (vit. A in E).
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Slika 3: Strukturna formula etoksikvina (NCBI, 2015c).

Etoksikvin se uporablja kot antioksidant v konzervirani hrani za male Zzivali in v krmi,
namenjeni ribam in perutnini. Dovoljena koli¢ina etoksikvina v prehrani za Zivali znaSa
150 ppm.

Uporaba etoksikvina ni dovoljena v hrani namenjeni ljudem. Dovoljen je le za ohranjanje
barve paprike in Cilija v prahu, prav tako je dovoljen kot dodatek, ki preprecuje porjavenje
pri jabolkih in hruskah (inhibira nastajanje rjavih madezev na plodovih). Ker se etoksikvin
uporablja kot antioksidant v prehrani Zivali, ga lahko najdemo tudi v drugih produktih
namenjenih ¢loveski prehrani, npr. v ribah, ribjem olju, drugih oljih, mas¢obah in mesu.
Dovoljen dnevni vnos etoksikvina za ¢loveka je 0-0,005 mg/kg telesne teze (Blaszczyk in
sod., 2013).

Etoksikvin deluje kot lovilec prostih radikalov. Ob prisotnosti visokih koncentracij kisika
reagira z alkil-peroksilnim radikalom in se pri tem sam pretvori v radikalsko obliko. Ta
lahko vstopa v razli¢ne poti in se stabilizira z izgubo metilne skupine ali aromatizacijo
obroca (Taimr, 1994).

Na temo delovanja aminov kot antioksidantov je bilo narejenih ve¢ $tudij. Toro-Funes in
sodelavci (2013), so se osredotocili na dva poliamina, spermin (SPM) in spermidin (SPD).
Ta poliamina sta naravno prisotna v rastlinski in zivalski hrani. Poliamini so alifatske
molekule z najmanj dvema amino skupinama. SPM in SPD (prikazana na slikah 4 in 5)
imata zmoznost, da delujeta kot antioksidanta v bioloskih sistemih. Raziskovalci so v tej
Studiji uporabili sojino olje z visoko vsebnostjo nenasic¢enih mas¢obnih kislin. Dodali so
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mu SPM, SPD in ostale antioksidante: a-tokoferol, palmitoil-L-askorbinsko Kkislino,
askorbinsko kislino in oktil-galat (vse v treh razliénih koncentracijah-50, 100 in 150
ug/mL, na 50 °C, v temi, izpostavljeno kisiku, 31 dni). Rezultati merjenja peroksidnega
Stevila so pokazali odli¢no delovanje SPM in SPD pri upocasnitvi procesa peroksidacije.
Tudi ostali antioksidanti so upocasnili peroksidacijo, vendar je bil ves ¢as inkubacije SPM
najucinkovitejSi. SPM se je izkazal za u€inkovitejsega kot SPD. Med vsemi antioksidanti
poleg oktil-galata, sta samo poliamina upocasnila nastanek sekundarnih komponent
oksidacije (konjugiranih trienov in karbonilov) (Toro-Funes in sod., 2012). Morda sta se
poliamina izkazala kot u¢inkovitej$a antioksidanta zato, ker ostali uporabljeni antioksidanti
delujejo samo kot lovilci prostih radikalov, SPM in SPD pa zaradi duSikovih skupin tudi
kot kelatorja kovinskih ionov (Das in Misra, 2004). Raziskovalci domnevajo, da se je SPM
izkazal za ucinkovitejSega kot SPD, zaradi vec¢jega Stevila amino skupin (Toro-Funes in
sod., 2012).

Slika 5: Strukturna formula spermidina (NCBI, 2015d).

Leta 1992 sta Yen in Kao naredila Studijo delovanja biogenih aminov na potek
oksidacijskih procesov v linolni Kislini. Biogeni amini so prisotni v nasi hrani, nekateri
izmed njih, npr. putrescin, kadavrin, spermidin in ostali so poznani kot lovilci radikalov in
inhibitorji oksidacijskih procesov. Yen in Kao sta v Studijo vkljuéila 2-feniletilamin,
triptamin in tiramin (vsi prisotni v nasi prehrani) in ostale antioksidante: a-tokoferol, BHA,
BHT, propil-galat in TBHQ v razli¢nih koncentracijah, raztopljenih v etanolu (100 pL
raztopine na 0,13 mL linolne kisline, raztopljene v etanolu, na 40 °C, v temi, 24 dni).
Rezultati so pokazali, da imajo ti amini inhibitorni ucinek na tvorbo hidroperoksidov.
Najucinkovitejsi je bil tiramin. V primerjavi z neaminskimi antioksidanti pa je bil tiramin
Sibkejsi antioksidant.

Vecina naravnih antioksidantov ima v svoji strukturi fenolno hidroksilno skupino. Ti
delujejo tako, da donirajo svoj elektron ali vodikov atom. Poliamini delujejo kot lovilci
radikalov zaradi svoje amino skupine. Tiramin ima amino in hidroksilno skupino, zato
lahko deluje kot antioksidant (Yen in Kao, 1992).
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Chien in sodelavci so leta 2004 naredili Studijo vpliva stearilamina na potek oksidacije
holesterola. Mehanizem oksidacije holesterola je podoben mehanizmu oksidacije lipidov
(verizna reakcija); rezultat je tvorba oksidiranih produktov holesterola in molekul, ki
nastanejo s pretvorbami le-teh.

Chien in sod. (2004) so 100 mg standarda holesterola dodali 70 mg stearilamina
(segrevanje 2 minuti, 140 °C, prisotnost kisika). Uporabili so metodo HPLC, ki je podala
rezultate o pretvorbi holesterola ter o prisotnosti in koli¢ini oksidiranih produktov
holesterola. Rezultati so pokazali, da je izguba holesterola v prisotnosti stearilamina
pocasnejsa, kot v odsotnosti stearilamina (spremljanje izgube 120 minut). Kromatografska
analiza je pokazala, da so se oksidirani produkti holesterola v odsotnosti stearilamina
moc¢no povisali ze po 40-ih minutah, v prisotnosti stearilamina pa so se le rahlo povisali po
2 urah.

Kljub nejasnosti 0 mehanizmu delovanja stearilamina ve¢ raziskovalcev (Alaiz in
Barragan, 1995; Alaiz in sod., 1996) meni, da so primarni in sekundarni amini sposobni
reagirati z oksidiranimi lipidi in tvoriti lipidno-aminske produkte, ki omogocajo zas¢ito
pred lipidno oksidacijo. Nekateri amini lahko reagirajo z alkenali in epoksialkenali in tako
tvorijo komponenete z antioksidativnim delovanjem.

Aladedunye in sod. (2011) so iz heksilamina in nekaterih fenolnih kislin sintetizirali amide
ter analizirali njihovo antioksidativno delovanje v oljih. Test je potekal tako, da so
sintetiziranemu produktu dodali olje oljne repice. Olje so testirali pod razli¢nimi
skladis¢nimi pogoji in po cvrenju. Novi antioksidanti so se pokazali kot dobri lovilci
prostih radikalov, nove komponente so prav tako upocasnile oksidacijo polinenasi¢enih
mascobnih kislin. Poleg antioksidativne aktivnosti so se izkazali kot dobro termic¢no
stabilni. Antioksidativno ucinkovitost so pripisali amino skupini, ki deluje kot lovilec
prostih radikalov.

2.3.1 Heksilamin in triheksilamin

V znanstveni in strokovni literaturi je na voljo relativno malo podatkov o heksilaminu in
triheksilaminu.

Heksilamin (prikazan na sliki 6) je amin, s kemijsko formulo CgHjisN in molsko maso
101,19 g/mol, ki ima na koncu alkilne verige s Sestimi C atomi primarno amino skupino.
Gre za brezbarvno do rumenkasto obarvano teko¢ino z znacilno aromo po ribah. Dobro je
topen v alkoholih in vec€ini ostalih organskih topil. Topen je tudi v vodi. Temperatura
talis¢a je -23,4 °C in temperatura vreliséa 131,5 °C (FAO, 2014).

Heksilamin je Sibka baza. Logaritem asociacijske konstante za protonacijo baze (pKy) v
vodi je 3,44 (pK, je 10,56) (Dissociation constants of organic acids and bases, 2015).
Heksilamin se uporablja kot izhodna surovina v proizvodnji povrSinsko aktivnih snovi,
pesticidov, barvil, gume, emulgatorjev, zdravil ter kot zaviralec korozijskih procesov.
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Za heksilamin je v toksikoloskih podatkih proizvajalca kemikalije znan podatek o
srednjem smrtnem (smrtonosnem) odmerku ali srednji letalni dozi LDs, (najbolj uporabljan
indikator smrtnosti). To je odmerek, ki pri polovici poskusnih zivali povzroci smrt oz.
ocenjeni odmerek, ki bi pri priblizno polovici prizadetih oseb povzro¢il smrt. Za
heksilamin znaSa LDs, za podgane 240 mg/kg (Merck Millipore, 2015).

Heksilamin se uporablja kot Zivilski aditiv in sicer kot aroma. Nima svoje E Stevilke,
vendar je registriran v bazi EAFUS (Everything Added to Food in the United States) na
spletni strani Uprave ZDA za hrano in zdravila - FDA (U. S. Food and Drug
Administration) (FDA, 2014). Na spletni strani Urada Zdruzenih drzav za patente in
blagovne znamke - USPTO (United States Patent and Trademark Office) je heksilamin
omenjen kot ena izmed komponent, ki tvori uradno patentirano aromo dima kot dodatek
mesnim izdelkom (USPTO, 2014). Svetovna zdravstvena organizacija — WHO (World
Health Organization) je v svojem 69. porocilu ovrednotila nekatere komponente, ki se
uporabljajo kot arome, med drugim tudi heksilamin. V zaklju¢ku je podano mnenje, da pri
heksilaminu ni skrbi glede varnosti. Podan je tudi vnos za ¢loveka: v EU 0,02 pg/dan in
0,0004 pg/kg telesne teze/dan. Za ZDA ni tega podatka (WHO, 2009).

Hac/\/\/\NHz

Slika 6: Strukturna formula heksilamina (RSC, 2015a).

Triheksilamin (prikazan na sliki 7) je terciarni amin s kemijsko formulo CigHsgN in
molsko maso 269,51 g/mol. Gre za rahlo rumenkasto obarvano tekocino, ki ima vonj po
ribah. Gostota triheksilamina je 0,794 g/cm®. Spojina ima vrelis¢e v obmo&ju od 263-
265 °C.

Logaritem asociacijske konstante za protonacijo baze v vodi je 3,54 (pK; je 10,46)
(Larsson in sod., 2011).

Za triheksilamin je je v toksikoloSkih podatkih proizvajalca kemikalije znan podatek o
srednjem smrtnem (smrtonosnem) odmerku ali srednji letalni dozi LDsp. Za triheksilamin
znaSa LDs, za podgane 1200 mg/kg (Pfaltz&Bauer, 2015). Potencialni negativni uc¢inki na
zdravje naj bi bili povezani predvsem z bazicnostjo triheksilamina, saj pri visokih
koncentracijah drazi sluznico.
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Slika 7: Strukturna formula triheksilamina (RSC, 2015b).

2.4 KARAKTERISTIKE NEKATERIH OLJ

Mascobnokislinska sestava olj je odvisna od genetskih in okoljskih faktorjev. Povpre¢na
energetska vrednost rastlinskih olj je 3780 kJ ali 900 kcal/100 g

2.4.1 Rafinirano oljéno olje

Olj¢no olje je pridobljeno iz plodov oljke (Olea europaea L.).

V oljénem olju prevladujejo mononenasicene mascobne kisline, sledijo jim nasicene
mascobne kisline. Olj¢no olje vsebuje malo nasi¢enih mascobnih kislin, med temi
kislinami prevladuje palmitinska kislina. Med mononesi¢enimi mas¢obnimi kislinami
prevladuje oleinska mascobna kislina, ki predstavlja skoraj 80 % vseh mascobnih kislin.
Med veckrat nenasi¢enimi mascobnimi je najve¢ linolne kisline. Olj¢no olje ima ugodno
mascobnokislinsko sestavo zaradi visokega deleza mononesi¢enih mascobnih kislin.
Olj¢no olje vsebuje od 100-300 mg tokoferolov/kg olja, med katerimi prevladujejo a-
tokoferoli, ostalih tokoferolov vsebuje zelo malo (Boskou, 2002). Oljé¢no olje ni zelo
podvrzeno lipidni oksidaciji zaradi nizke vsebnosti polinenasi¢enih mascobnih kislin in
prisotnosti naravnih antioksidantov (o-tokoferol) in fenolnih komponent (Morales in
Przybylski, 2000).

2.4.2 Rafinirano son¢nicno olje

Soncnicno olje je pridobljeno iz son¢ni¢nih semen (Helianthus annus L.).

Son¢ni¢no olje vsebuje visoke koncentracije linolne kisline, sledi oleinska kislina. Vsebuje
malo nasi¢enih mas¢obnih kislin in le manjSe koli¢ine palmitinske in arahidonske kisline.
Najpomembnejsi antioksidant v son¢ni¢nem olju je a-tokoferol, ki ga vsebuje okoli 600
ppm ter ostali tokoferoli in tokotrienoli (Gupta, 2002). Zaradi visoke vsebnosti
polinenasi¢enih masScobnih kislin, je olje odlicen vir esencialnih mascobnih kislin v
Cloveski prehrani, ¢eprav je zaradi majhne vsebnosti linolenske kisline razmerje med
omega-6 in omega-3 mascobnimi kislinami relativno neugodno (Salunkhe in sod., 1992).
Sonc¢nicno olje je zaradi visoke vsebnosti polinenasi¢enih mascobnih kislin podvrzeno
oksidacijskim procesom (Gupta, 2002).
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2.4.3 Rafinirano koruzno olje

Koruzno olje je pridobljeno iz koruznih kal¢kov (Zea mays L.)

Priblizno Cetrtino vseh mascobnih kislin v koruznem olju predstavljajo nasi¢ene mascobne
kisline. Med nasi¢enimi masc¢obnimi kislinami prevladuje palmitinska kislina. Koruzno
olje vsebuje veliko polinenasi¢enih mas¢obnih kislin, med katerimi prevladuje linolna
kislina. Za koruzno olje velja podobno kot za son¢ni¢no, saj je zaradi majhne vsebnosti
linolenske kisline razmerje med ®-6 in ®-3 masc¢obnimi kislinami relativno neugodno.

Ker koruzno olje vsebuje zelo malo linolenske maséobne kisline (manj kot 1 %), ni zelo
podvrzeno hidrolitiénim in oksidativnim spremembam. Koruzno olje je primerno za
toplotno obdelavo, saj je stabilno in brez izrazite arome. Koruzno olje je bogato s
tokoferoli in jih vsebuje do 1000 ppm, predvsem o-tokoferole in y-tokoferole. Visoka
vsebnost aktivnih antioksidantov je pomembna zaradi oksidativne stabilnosti koruznega
olja (Salunkhe in sod., 1992).

2.4.4 Lanenoolje

Laneno olje je pridobljeno iz lanenih semen (Linum usitatissimum L.)

Laneno olje ne vsebuje veliko nasi¢enih mascobnih Kkislin in ima zelo ugodno
mascobnokislinsko sestavo, saj vsebuje visok odstotek polinenasi¢enih mas¢obnih kislin.
Med temi prevladuje esencialna linolenska Kislina, sledi ji linolna kislina. Laneno olje
vsebuje visoke koncentracije linolenske kisline (omega-3), ki ima pomembno vlogo v vec
bioloskih funkcijah. Zaradi visokih vsebnosti polinenasi¢enih mas¢obnih kislin, je laneno
olje moc¢no podvrzeno lipidni oksidaciji. Laneno olje vsebuje 440-588 mg tokoferolov/kg
olja, med katerimi vsebuje najvec y-tokoferola (Kochhar, 2002).

V spodnjih preglednicah (Preglednica 2, 3 in 4) so zbrani podatki Studije o
mascobnokislinski sestavi zgoraj opisanih olj.

V Preglednici 5 so zbrani podatki Studije o vsebnosti tokoferolov zgoraj opisanih olj.
Podatki so primerljivi s tistimi o vsebnosti tokoferolov iz Preglednice 1.

Preglednica 2: Vsebnost (v %) nasi¢enih mas¢obnih kislin v nekaterih rastlinskih oljih (Kostik in sod., 2013)

OLJE | cs8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C20:0
Oljcno / / / 065+02 115+4 2+05 0,22+0,12
Sonéni¢no | / / / / 3,715 2+0,8 2,3+1,2
Koruzno |4+0,8 7+12 / 06+04 10+0,2 35%15 /

Laneno / / / / 55%15 35+1.2 0,65+0,3
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Preglednica 3: Vsebnost (v %) nenasi¢enih maséobnih kislin v nekaterih rastlinskih oljih (Kostik in sod.,

2013)

OLJE | C18:1 C18:2 C18:3
Olj¢no 78,4 +43 7,0+3,3 /
Son¢ni¢no 315+45 505+75 /
Koruzno 26,8+1,2 48 +45 /

Laneno 22,115 205+15 475+5,6

Preglednica 4: Vsebnost (v %) skupnih nasi¢enih maséobnih kislin (NMK), mononenasi¢enih mas¢obnih
kislin (MNMK), polinenasi¢enih mascobnih kislin (PNMK) in vrednosti indeksa nasic¢enih/nenasi¢enih
mas¢obnih kislin v nekaterih rastlinskih oljih (Kostik in sod., 2013)

Indeks

OLJE NMK (%) MNMK (%) PNMK (%) nasi¢ene/nenasicene
MK

Olj¢no 1435+19 78,4+43 70+33 0,49

Son¢ni¢no 8,8+0,8 31,5%£45 59,5+75 6,76

Koruzno 25,118 26,8+1,2 48+45 1,91

Laneno 9,65+1,05 221%15 68+29 7,05

Preglednica 5: Vsebnost tokoferolov (v mg/100g) v nekaterih rastlinskih oljih (Schwartz in sod., 2008)

OLJE | o-tokoferol B-tokoferol v-tokoferol &-tokoferol
Olj¢no 17 0,27 0,89 sledovi
Sonéniéno 59 2,4 1,4 0,27
Koruzno 18 1,1 44 2,2
Laneno 1,2 sledovi 52 0,95
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Osnovni vzorci olj in modelnih lipidnih sistemov

Uporabljeni osnovni vzorci olj in modelnih lipidnih sistemov:
- Rafinirano olj¢no olje

Uporabili smo 6 steklenick rafiniranega olj¢nega olja, kupljenega v lekarni. Olje iz
vseh Sestih stekleni¢k smo prelili v ve¢jo embalaZzo in ga homogeno zmesali.
- Laneno olje

Uporabili smo laneno olje znamke Gea.
- Rafinirano son¢ni¢no olje

Uporabili smo rafinirano son¢ni¢no olje znamke Cekin.
- Koruzno olje

Uporabili smo koruzno olje znamke Cekin.
- Modelni lipidni sistem (metil-linoleat, gliceril trioktanoat-GTO)

3.1.2 Dodatki

Uporabljeni dodatki:
- Heksilamin (HA),
- Triheksilamin (THA),
- Palmitinska kislina (PK),
- o-tokoferol (a-T),
- y-tokoferol (y-T).

3.1.3 Kemikalije, laboratorijska oprema in pribor

Uporabljene kemijske spojine za analizo olj:
- 1-propanol,
- 2-propanol,
- barvilo ksilenol oranzno,
- zelezov (I1) sulfat heptahidrat,
- p-anizidin,
- ledocetna kislina,
- mQ voda,
- zveplova (VI) kislina (H2SOu),
- terciarni butilhidroperoksid (tBuOOH),
- heksanal,
- 2-butenal (krotonal),
- 2,4-heksadienal,
- tetraoksi propan (TEP).
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Aparature:
- analitska tehtnica (Mettler),
- pecica s termostatom (Kambic),
- hladilnik z zamrzovalnikom,
- zamrzovalna skrinja (-80 °C),
- vrtin¢nik,
- UV-Vis spektrofotometer (Sifra instrumenta?).

Ostala laboratorijska oprema:
- Avtomatske pipete,
- polistirenske Kkivete,
- polipropilenske kivete,
- kvarcne kivete,
- plasti¢ne centrigugirke (15 mL in 50 mL),
- laboratorijska steklovina,
- plasti¢ne epice - mikrocentrifugirke (1,5 mL in 2 mL),
- kapalka,
- spatula,
- Colnicek za tehtanje,
- alu folija,
- zaSCitne rokavice.

3.2 METODE

3.2.1 Priprava vzorcev in modelnih lipidnih sistemov

Potek oksidacije lipidov smo analizirali v razli¢nih oljih in modelnih lipidnih sistemih.
Uporabili smo laneno, son¢ni¢no, rafinirano olj¢no in koruzno olje ter meSanice lanenega
in rafiniranega olj¢nega olja. Modelni lipidni sistem smo pripravili iz metil-linoleata,
sintetiénega triacilglicerola (TAG), gliceril trioktanoata (GTO), a-tokoferola in vy-
tokoferola.

Oljem in modelnim lipidnim sistemom smo dodajali razlicne koncentracije kislin
(palmitinska kislina) in baz (heksilamin, triheksilamin). Kot amin smo dodali tudi kofein,

vendar zaradi slabe topnosti le-tega poizkus ni uspel.

Izvedli smo Sest enotedenskih poskusov z razli¢nimi olji ter modelnimi lipidnimi sistemi.
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3.2.1.1 Poskus 1: Oksidacija lipidov — mesanica rafiniranega oljénega olja in lanenega
olja

Pripravili smo dve meSanici olj. Prva meSanica je vsebovala 10 % lanenega olja in 90 %
olj¢nega olja, druga meSanica pa 50 % lanenega in 50 % olj¢nega olja.

Za vsako mesanico olj smo pripravili raztopine z razli¢nimi dodatki. V 50 mL plasti¢nih
centrifugirkah smo pripravili modelna olja, ki so vsebovala 1% (~ 39 mmol/kg olja),
0,3% (=~ 12 mmol/kg olja), 0,1% (= 3,9 mmol/kg olja) PK ter modelna olja, ki so
vsebovala 1 % (~ 37 mmol/kg olja), 0,3 % (~ 11 mmol/kg olja), 0,1 % (=~ 3,7 mmol/kg
olja) THA. Kot kontrolo smo uporabili olje brez dodatka kisline ali baze. Skupno smo
pripravili 14 vzorcev.

Po 200 mg tako pripravljenih vzorcev smo zatehtali v 50 mL plasti¢ne centrifugirke, ki
smo jih zaprli. Vsak vzorec smo zatehtali v 5 centrifugirk (4 ¢asovne tocke +1 rezerva).
Vzorce za dan 0 smo zamrznili v skrinji na -80 °C. Ostale vzorce smo podvrgli razmeram
pospeSene oksidacije v temi in jih dali v termostatirano pecicona 60 °C. Posamezne
centrifugirke smo odvzeli iz termostatirane pecice po 24 urah (1 dan), 96 urah (4 dnevi) ter
168 urah (7 dni) od zacéetka inkubacije. Vse vzorce do analize smo shranili na -80 °C.

3.2.1.2 Poskus 2: Oksidacija lipidov — laneno olje in rafinirano son¢ni¢no olje

V 50 mL plastiénih centrifugirkah smo pripravili modelna olja (laneno in rafinirano
son¢ni¢no) z naslednjimi vsebnostmi HA in THA: 16 mmol/kg olja, 4 mmol/kg olja in 1
mmol/kg olja. Kot kontrolo smo uporabili olja brez dodatka HA in THA. Skupno smo
pripravili 14 vzorcev.

Po 200 mg tako pripravljenih vzorcev smo zatehtali v 50 mL plasti¢ne centrifugirke, ki
smo jih zaprli. Vsak vzorec smo zatehtali v 6 centrifugirk (5 ¢asovnih tock + 1 rezerva).
Vzorce za dan 0 smo zamrznili v skrinji na -80 °C. Ostale vzorce smo podvrgli razmeram
pospeSene oksidacije v temi in jih dali v termostatirano pe¢ico na 60 °C. Posamezne
centrifugirke smo odvzeli iz termostatirane pecice po 24 urah (1 dan), 72 urah (3 dnevi),
120 urah (5 dni) ter 168 urah (7 dni) od zacetka inkubacije. Vse vzorce do analize Smo
shranili na -80 °C.

3.2.1.3 Poskus 3: Oksidacija lipidov — rafinirano son¢ni¢no olje

V 50 mL plasti¢nih centrifugirkah smo pripravili modelna son¢ni¢na olja z naslednjimi
vsebnostmi HA: 32 mmol/kg olja, 8 mmol/kg olja in 2 mmol/kg olja; ter olje z dodatkom
v-T (2 mmol/kg) Kot kontrolo smo uporabili olje brez dodatkov. Skupno smo pripravili 5
VZOrcev.

Pri pripravi vzorcev, staranju in vzor¢enju v ustreznih ¢asovnih intervalih smo postopali na
enak nacin kot je opisano pri tocki 3.2.1.2.
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3.2.1.4 Poskus 4: Oksidacija lipidov — rafinirano koruzno olje

Pri tem poskusu smo postopali popolnoma enako kot je opisano pod tocko 3.2.1.2. Edina
razlika je, da smo uporabili rafinirano koruzno olje in ne laneno, oziroma son¢ni¢no.

3.2.1.5 Poskus 5: Oksidacija lipidov — modelni lipidni sistem 1(MLS 1)

Pripravili smo 6 mikrocentrifugirk (Preglednica 6), ki so vsebovale po 200 mg ustrezne
mesSanice metil-linoleata, GTO in modelnih antioksidantov. Po 40 mg vzorcev smo
prenesli v 15 mL polipropilenske centrifugirke. Eno centrifugirko od vsake meSanice (dan
0) smo takoj zamrznili v skrinji na -80 °C. Ostale vzorce smo podvrgli razmeram
pospeSene oksidacije v temi in jih dali v termostatirano pe¢ico na 60 °C. Posamezne
centrifugirke smo odvzeli iz termostatirane pecice po 24 urah (1 dan), 72 urah (3 dnevi) ter
120 urah (5 dni) od zaéetka inkubacije. Vse vzorce do analize smo shranili na -80 °C.

Preglednica 6: Eksperimentalni naért za sestavo vzorcev modelnega lipidnega sistema (MLS1)

Dodatek | Metil- GTO (mg) o-T s konc. THA s konc.
linoleat (mg) 0,55 mmol/kg | 8,88 mmol/kg

Vzorec TAG (mg) TAG (mg)
MLS1 kontrola 20 180 0 0
(brez dodatka)
MLS1 +a-T0,25 |20 90 90 0
mmol/kg TAG
MLS1 +a-T0,25 |20 67,5 90 22,5

mmol/kg TAG +
THA 1 mmol/kg

TAG

MLS1+ THA 20 157,5 0 22,5
1 mmol/kg TAG

MLS1 +a-T0,25 |20 0 90 90

mmol/kg TAG +
THA 4 mmol/kg
TAG

MLS1+ THA 20 90 0 90
4 mmol/kg TAG

Legenda: o-T - alfa-tokoferol; GTO - gliceril trioktanoat; TAG - triacilglicerol; THA -
triheksilamin

3.2.1.6 Poskus 6: oksidacija lipidov — modelni lipidni sistem 2 (MLS 2)

Pripravili smo 8 mikrocentrifugirk (Preglednica 7), ki so vsebovale po 200 mg ustrezne
mesSanice meti-linoleata, gliceril-trioktanoata in modelnih antioksidantov. Po 40 mg
vzorcev smo prenesli v 15 mL polipropilenske centrifugirke. Eno centrifugirko od vsake
meSanice (dan 0) smo takoj zamrznili v skrinji na -80 °C. Ostale vzorce smo podvrgli
razmeram pospeSene oksidacije v temi in jih dali v termostatirano pecico na 60 °C.
Posamezne centrifugirke smo odvzeli iz termostatirane pecice po 24 urah (1 dan), 72 urah
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(3 dnevi), 120 urah (5 dni) in 168 urah (7 dni) od zacetka inkubacije. Vse vzorce do analize
smo shranili na -80 °C.

Preglednica 7: Eksperimentalni naért za sestavo vzorcev modelnega lipidnega sistema (MLS2)

Dodatek | Metil- GTO (mg) | a-T s konc. y-Tskonc. | HAskonc. | THAS

linoleat 0,5 mmol/kg | 0,5 mmol/kg | 8 mmol/kg konc. 4
(mg) TAG (mg) TAG (mg) TAG (mg) mmol/kg

Vzorec TAG (mg)

MLS2 kontrola 20 180 0 0 0 0

(brez dodatka)

MLS2+ a-T 0,25 | 20 90 90 0 0 0

mmol/kg TAG

MLS2+ a-T 20 0 90 0 90 0

0,25mmol/kg

TAG+HA

4mmol/kg TAG

MLS2+y-T 20 90 0 90 0 0

0,25mmol/kg

TAG

MLS2+y-T 20 0 90 90 0

0,25mmol/kg

TAG+HA 4

mmol/kg TAG

MLS2+HA 20 90 0 0 90 0

4mmol/kg TAG

MLS2+y-T 20 0 0 90 0 90

0,25mmol/kg

TAG+THA 4

mmol/kg TAG

MLS2+THA 20 90 0 0 0 90

4mmol/kg TAG

Legenda: o-T - alfa-tokoferol; y-T — gama-tokoferol; GTO - gliceril trioktanoat; HA — heksilamin;
TAG - triacilglicerol; THA - triheksilamin

3.3 KEMIJSKE ANALIZE VZORCEV

3.3.1 Metode za merjenje lipidne oksidacije

Za merjenje lipidne oksidacije v Zivilih se rutinsko uporablja Stevilne analitske metode,
hkrati pa ne obstaja enotna in standardna metoda za merjenje vseh oksidativnih sprememb
v vseh zivilskih sistemih.

Razpolozljive metode za analizo lipidne oksidacije lahko razdelimo v pet skupin glede na
to kaj merijo: porabo kisika, zmanjSevanje koncentracije substratov (npr. veckrat
nenasi¢enih MK), tvorbo prostih radikalov, tvorbo primarnih in sekundarnih produktov
oksidacije (Shahidi in Zhong, 2005).
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3.3.2 Merjenje primarnih produktov oksidacije
3.3.2.1 Peroksidno Stevilo (PS)

Lipidna oksidacija vkljucuje kontinuirano tvorbo hidroperoksidov kot primarnih produktov
oksidacije, ti pa lahko kasneje oksidirajo do sekundarnih produktov oksidacije. Peroksidno
Stevilo je indikator zacetne stopnje (iniciacije) oksidativnih sprememb.

Analiticne metode za merjenje hidroperoksidov v mascobah in oljih lahko razdelimo v dve
skupini. Tiste, ki dolo¢ajo skupno vsebnost hidroperoksidov in tiste, ki s kromatografskim
tehnikami dajejo detajlne informacije o strukturi in vrednosti specifi¢nih hidroperoksidov,
ki so prisotni v dolo¢enih oljih.

Peroksidno Stevilo predstavlja skupno vsebnost hidroperoksidov in je med najpogostejsimi
indikatorji kakovosti mascob in olj med proizvodnjo in skladis¢enjem. Poznamo Stevilne
metode za dolo¢itev PS, med katerimi so najpogostej$e jodometri¢na titracija, spremljanje
oksidacije Fe?* v Fe** z nastalimi hidroperoksidi in infrardeca spektroskopija (Shahidi in
Zhong, 2005).

Oksidacija Fe** v Fe*":

Gre za kemijsko metodo, pri kateri se Zelezov Fe?* ion oksidira v Zelezov Fe** ion. Nastali
Fe** ioni tvorijo so s tiocianatom ali ksilenol oranznim komplekse, ki absorbirajo v vidnem
delu spektra. Ta metoda je hitra, poceni in ni obc¢utljiva na kisik ali svetlobo (Shahidi in
Zhong, 2005).

3.3.2.1.1 Dolocanje peroksidnega Stevila — spektrofotometri¢no dolocanje

Dolo¢itev primarnih produktov oksidacije (peroksidov) po reakciji s Fe?* in kompleksaciji
nastalega Fe** z barvilom ksilenol oranzno.

Spektrofotometricno dolocanje peroksidov temelji na merjenju absorbance obarvanih
spojin, ki se tvorijo ob prisotnosti Fe** in barvila ksilenol oranzno pri 560 nm. Oranzna
barva reagenta se ob prisotnosti peroksidov temneje obarva. Temneje kot se obarva, vecjo
absorbanco izmerimo in vecja je posledi¢no koncentracija peroksidov v vzorcu.

Metodo za dolo¢anje peroksidnega Stevila smo modificirali po Gay in sod. (1998).

a.) Priprava reagenta:

Reagent, s katerim dolo¢amo perokside smo pripravili tako, da smo v 15 mL plasti¢no
centrifugirko odpipetirali 10 mL 250 mM H,SO, v mQ vodi, nato smo v Kislini raztopili 7
mg zelezovega (1) sulfata heptahidrata in 7,6 mg barvila ksilenol oranzno. Raztopino smo
dobro premesali na vrtin¢niku.

Delovno raztopino reagenta za dolocanje peroksidov smo pripravili tako da smo v 50 mL
centrifugirki zmeSali 1 del raztopine v kateri je Zelezov sulfat in barvilo z 9 deli 1-
propanola (odpipetiramo 5 ml in 45 ml).
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b.) Priprava vzorcev za dolocanje peroksidov:

Posamezne vzorce, ki so bili shranjeni v 50 mL centrigugirkah (200 mg) smo vzeli iz
skrinje ali pecice in jih najprej ohladili 0z. ogreli na sobno temperaturo. Nato smo vzorce
raztopili v razmerju 1:20 z 1-propanolom (to pomeni, da 200 mg zatehtanega olja
raztopimo v 3,8 mL 1-propanola).

V 2 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1470 pL reagenta in dodajali po 30 pL
vsakega vzorca. Tako je bila kon¢na razred¢itev vzorca 1:1000. Vzorce, ki so vsebovali
ve¢je koncentracije peroksidov smo Se dodatno redcili z 1-propanolom, preden smo jih
zmeSali s 1470 pL reagenta. Za slepi vzorec smo dodali 30 pL 1-propanola 1470 pL
reagenta. VVzorce v mikrocentrifugirkah smo dobro premesali na vrtin¢niku in jih shranili v
temi za 30 minut. Po 30 minutah smo pomerili absorbanco vzorcev na UV-Vis
spektrofotometru. Absorbanco vzorcev smo merili v ozkih (1,5 mL) polistirenskih (PS)
kivetah. Spektrofotometer smo nastavili na vrednost O (autozero) z mQ vodo. Nato smo
merili absorbanco slepega vzorca in vseh ostalih vzorcev pri 560 nm. Absorbanco slepega
vzorca smo odsteli od absorbanc ostalih vzorcev. Izracunana vrednost je bila osnova za
dolocitev peroksidnega Stevila olja.

PS smo izracunali iz naslednje zveze:

PS = (Ay-As,)/e*Rf ...(22)
PS ... peroksidno Stevilo (mmol/kg)

Az absorbanca vzorca

Asz e absorbanca slepega vzorca

€ e molarni ekstinkcijski koeficient

Rf ... razredcitveni faktor

PS = (A-As,)/61639*20*50*1000 ...(23)

3.3.2.1.2 Umeritvena krivulja za perokside in priprava standardnih raztopin

Koncentrirano raztopino terciarnega butil-hidroperoksida (t-BuOOH) smo pripravili tako,
da smo v 15 mL centrifugirko odpipetirali 9,9 mL 1-propanola in dodali 100 pL 70 % t-
BuOOH. Raztopino smo nato dobro premesali. To je bila raztopina A. Osnovno delovno
raztopino t-BuOOH (200 puM) smo pripravili tako, da smo v 15 mL centrifugirko
odpipetirali 9,91 mL 1-propanola in nato dodali 90 pL raztopine A. Nastalo raztopino
(raztopina B) smo dobro premesali.

V 1,5 mL plasti¢ne mikrocentrifugirke smo odpipetirali raztopini t-BuOOH in 1-propanola
razlicnih volumnov, da smo dobili raztopine ustreznih koncentracij t-BuOOH za
umeritveno krivuljo (Preglednica 8).
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Preglednica 8: Podatki za umeritveno krivuljo za dolo€anje peroksidov s terciarnim butil-hidroperoksidom (t-
BuOOH)

Volumen raztopine 200 Volumen raztopine 1-

pUM t-BuOOH (pL) propanola (pL)
UK1 100 500
UK2 200 400
UK3 300 300
UK4 400 200
UK5 500 100
UK6 600 /

Po 30 pL raztopin (podatki v tabeli) smo zmeSali s 1470 L reagenta. Za slepi vzorec smo
1470 pL reagenta dodali 30 pL 1-propanola. Vse vzorce smo dobro premesali in jih
inkubirali v temi 30 minut, da je nastal obarvan kompleks. Po 30-ih minutah smo pomerili
absorbanco standardnih raztopin pri 560 nm, pri ¢emer smo jih prelili v PS kivete za
enkratno uporabo.

Iz izmerjene absorbance in mnozinske koncentracije t-BuOOH smo narisali umeritveno
krivuljo, ki je prikazana na sliki 8.

0,9

08 y=0,06164x+0,01867 P
’ R?2=0,99337

0,7

0,6 /
0,5

o //
o
un
< 04
0,3 L4
0,2 /
0,1
0
0 2 4 6 8 10 12 14

Koncentracija peroksida (umol/L)

Slika 8: Umeritvena krivulja za dolo¢anje peroksidov s terciarnim butil-hidroperoksidom (t-BuOOH)

3.3.2.2 Konjugirani dieni in trieni

Leta 1933 so ugotovili da tvorba konjugiranih dienov v mascobah in oljih povzroci
poviSanje absorbcijskih vrhov v UV-obmoc¢ju pri 230-235 nm. V 60-ih letih 20.stol. je
monitoring konjugacije dienov postal uporabna tehnika za Studij lipidne oksidacije.
Konjugirani dieni se tvorijo zaradi preureditve dvojnih vezi med nastankom
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hidroperoksidov iz nenasic¢enih mascobnih kislin. Ti konjugirani dieni mo¢no absorbirajo
pri 234 nm.

Povecanje absorbcije v UV-obmocju je povezano s koncentracijo primarnih oksidacijskih
produktov v mascobah in oljih.

Ultravijoli¢na detekcija primarnih produktov je preprosta, hitra in ne zahteva dodatka
nobenih kemijskih reagentov. Metoda je manj specifi¢na in ob&utljiva kot dolo¢anje PS.
Na rezultat lahko vpliva tudi prisotnost nekaterin komponent, ki absorbirajo v enakem
obmocju, npr. prisotnost karotenoidov in tokoferolov (Shahidi in Zhong, 2005).

Z nadaljevanjem lipidne peroksidacije in razpadom hidroperoksidov nastajajo sekundarni
produkti s konjugirano triensko struktruro. Ti konjugirani trieni intenzivno absorbirajo pri
268 nm (Shahidi in Zhong, 2005; Wrolstad in sod., 2005).

Povecanje absorbcije v UV-obmocju teoreticno prikaze tvorbo sekundarnih oksidacijskih
produktov v mascobah in oljih (Shahidi in Zhong, 2005).

3.3.2.2.1 Absorbcijski spektri v UV — spektrofotometri¢no doloc¢anje

Priprava vzorcev za merjenje absorbcijskih spektrov v UV delu spektra:

Posamezne vzorce, ki so bili shranjeni v 50 mL centrifugirkah (200 mg) smo vzeli iz
skrinje ali pecice in jih ohladili oz. ogreli na sobno temperaturo. Nato smo jih raztopili v
razmerju 1:20 z 1-propanolom (to pomeni, da 200 mg zatehtanega olja raztopimo v 3,8 mL
1-propanola).

Po 200 pL posameznih vzorcev olj, ki smo jih raztopili v 1-propanolu, smo odpipetrali v 2
mL mikrocentrifugirke. V vsako mikrocentrifugirko smo dodali 1,8 mL 1-propanola, dobro
premeSali in zaprli. Ce je bila absorbanca previsoka (npr. ve&ja od 2), smo vzorec $e
dodatno redcili z 1-propanolom. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v 2 mL
mikrocentrifugirko odpipetirali 2 mL 1-propanola.

Nato smo vsebino posameznih mikrocentrifugirk kvantitativno prenesli v kvaréne kivete in
pomerili absorbanco v UV delu spektra. Instrument smo umerili na vrednost O (autozero) z
mQ vodo. Najprej smo pomerili absorbanco slepega vzorca in nato vseh ostalih vzorcev.
Absorbanco slepega vzorca smo odsteli od absorbanc ostalih vzorcev.

3.3.3 Merjenje sekundarnih produktov oksidacije
3.3.3.1 Para-anizidinsko Stevilo (p-AV)

S to metodo merimo vsebnost aldehidov (ponavadi 2-alkenalov in 2,4-alkadienalov), ki se
tvorijo med razgradnjo hidroperoksidov. Metoda temelji na barvni reakciji p-anizidina in
aldehidnih komponent. Obarvani produkti absorbirajo pri 350 nm. Barvo se ovrednoti in
pretvori v p-AV.
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Metoda je bolj obcutljiva za nenasicene aldehide kot nasi¢ene aldehide, ker obarvani
produkti nenasi¢enih aldehidov mocneje absorbirajo pri tej valovni dolzini. p-AV je
zanesljiv indikator oksidativne zarkosti v mas¢obah, oljih in mas¢obnih zivilih (Shahidi in
Zhong, 2005).

3.3.3.1.1 Dolocanje para-anizidinskega Stevila — spektrofotometri¢no dolocanje

Spektrofotometricno dolo¢anje aldehidov temelji na merjenju absorbance obarvanih spojin,
Ki se tvorijo ob prisotnosti p-anizidina pri 350 nm. Nastali produkti absorbirajo v UV in
vidnem delu spektra. Rahlo vijoli¢na barva reagenta se ob prisotnosti aldehidov obarva v
rahlo rumeno barvo. Temneje kot se obarva, vecjo absorbanco izmerimo in vecja je
posledi¢no koncentracija aldehidov v vzorcu.

Metodo za dolocanje para-anizidinskega Stevila smo modificirali po Labrinea in sod.
(2001).

a.) Priprava reagenta:
Reagent, s katerim dolo¢amo sekundarne produkte oksidacije smo pripravili tako, da smo v
15 mL centrifugirki pripravili raztopino p-anizidina s koncentracijo 2,5 mg/mL v ledocetni
Kislini. To pomeni da smo zmeSali 25 mg p-anizidina in dodali 10 mL ledocetne kisline in
nato dobro premeSali na vrtin¢niku.

b.) Priprava vzorcev za dolocanje aldehidov:
Posamezne vzorce, ki so bili shranjeni v 50 mL centrifugirkah (200 mg) smo vzeli iz
skrinje ali pecice in jih ohladili oz. ogreli na sobno temperaturo. Nato smo jih raztopili v
razmerju 1:20 z 2-propanolom (to pomeni, da 200 mg zatehtanega olja raztopimo v 3,8 mL
2-propanola).
V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL razred¢enega vzorca (po potrebi Smo
ga Se dodatno redg¢ili), dodali 200 pL p-anizidina v ledocetni kislini, dobro premesali na
vrtinéniku in pocakali 10 minut na sobni temperaturi. Za doloCitev p-anizidinskega Stevila
smo pripravili dva slepa vzorca. Prve slepe vzorce smo pripravili z ustrezno razred¢enim
oljem in ledocetno kislino. V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL vzorca,
dodali 200 pL ledocetne kisline, dobro premesali na vrtinéniku in pocakali 10 minut na
sobni temperaturi. Druge slepe vzorce smo pripravili tako, da smo v 15 mL
mikrocentrifugirke odpipetirali 1 mL 2-propanola in dodali 200 pL p-anizidina v ledocetni
Kislini.
Po 10 minutah inkubacije smo pomerili absorbance vseh raztopin v ozkih polipropilenskih
(PP) kivetah pri 350 nm. Spektrofotometer smo nastavili na vrednost 0 (autozero) z mQ
vodo. Vsoto absorbanc obeh slepih vzorcev smo odsteli od absorbance vzorca. Izra¢unana
vrednost je bila osnova za dolocitev para-anizidinskega Stevila olja.
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p-AV smo izracunali iz zveze:

p'AV = ((As'Ab)'(Asg'Asb))*Rf e (24)
pAV ....... para-anizidinska vrednost

As ...l absorbanca vzorca pri 350 nm z dodanim p-anizidinom

Ay, ... absorbanca vzorca pri 350 nm brez dodatka p-anizidina

Ay el absorbanca slepega vzorca pri 350 nm z dodanim p-anizidinom

Ap e absorbanca slepega vzorca pri 350 nm brez dodatka p-anizidina

Rf ... faktor red¢itve

p-AV = 20%1,2*((As-Ap)-(Ass-Asp)) ...(25)

3.3.3.1.2 Umeritvena krivulja za aldehide in priprava standardnih raztopin

V osnovi smo podajali vsebnost aldehidov (sekundarnih produktov oksidacije) kot p-
anizidinsko Stevilo. Da bi preverili kak$na je reaktivnost strukturno razli¢nih aldehidov,
smo uporabili ve¢ razlicnih vrst aldehidov - heksanal, 2-butenal (krotonal), 2,4-
heksadienal ter malondialdehid, ki smo ga sintetizirali iz tetraoksi propana (TEP).

Malonidaldehid smo pripravili kot je opisano v Tsaknis in sod. (1988). Najprej je morala
pote¢i hidroliza tetraetoksi propana (TEP) v malondialdehid. Kislo hidrolizo TEP v
malodialdehid smo izvedli tako, da smo v stekleno vialo najprej dali 80 pL TEP in nato
dodali raztopino 20 puL 250 mM H,SO, in 60 uL. mQ vode. Potem smo vialo kuhali v vreli
vodi 5 minut. Vialo smo nato ohladili in dodali 640 puL mQ vode. Na osnovi literaturnih
podatkov naj bi tako pripravili ~4 mM malondialdehid.

Natan¢no koncentracijo smo dolo¢ili z merjenjem absorbance razred¢enih raztopin ob
upoStevanju podatka, da je molarni absorpcijski koeficient malondialdehida pri 267 nm
31800 L*mol™*cm™.

Vse standardne raztopine smo red¢ili z 2-propanolom do raztopin ustreznih koncentracij,
ki smo jih uporabili za pripravo umeritvene krivulje. Za pripravo umeritvenih krivulj smo
20 uL ustrezno razredCenih standardov zmesali z 980 uL 2-propanola in 200 pL p-
anizidina v ledocetni kislini ter postopali na enak nacin kot pri dolocitvi p-anizidinskega
Stevila.

Iz izmerjenih absorbanc (upoStevajo¢ slepi probi) smo pripravili umeritvene krivulje
odvisnosti absorbance pri 350 nm od koncentracije posameznega aldehida v vzorcu (slika
9).
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Slika 9: Umeritvena krivulja za dolo¢anje aldehidov: Reaktivnost aldehidov v p-anizidinskem testu
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

41 REZULTATI KEMUSKIH ANALIZ OSNOVNIH VZORCEV OLJA IN
MODELNIH LIPIDNIH SISTEMOV

4.1.1 Rezultati meritev kemijskih analiz vzorcev meSanic rafiniranega olj¢nega olja
in lanenega olja

V okviru osnovnega poskusa smo analizirali vpliv ve¢jih koncentracij baze triheksilamina
in palmitinske kisline na potek oksidacije v meSanicah oljénega in lanenega olja. Pripravili
smo mesSanici, ki vsebujeta 10 %, oziroma 50 % lanenega olja. Tako pripravljeni mesanici
se razlikujeta v vsebnosti linolenske kisline, kakor tudi v vsebnosti a-tokoferola (rafinirano
olj¢éno olje) in y-tokoferola (laneno olje). Najvecji dodatek kisline, oziroma baze v
mesanico olja je bil 1%. MeSanice olj z razlicno vsebnostjo THA in PK smo inkubirali na
60 °C. V ustreznih €asovnih intervalih smo vzorcili oksidirana olja in v njih dolocali
vsebnost peroksidov, p-anizidinsko Stevilo ter pomerili spektre olj v UV obmocju.

4.1.1.1 Peroksidi

Pri dnevu 0 je bila izmerjena vsebnost peroksidov pri kontrolnih vzorcih v meSanici olja z
10 % lanenega olja (5,4 mmol/kg) visja kot pri meSanici s 50 % lanenega in 50 % oljénega
olja (3,6 mmol/kg). Dodatek palmitinske kisline in triheksilamina ni znaéilno vplival na
dolo¢eno vsebnost peroksidov ob dnevu 0. Podatki o dolo¢eni vsebnosti peroksidov so v
obliki tabelari¢nih vrednosti predstavljeni v prilogi A 1 in A 2. Rezultati so prikazani v
obliki grafa na slikah 10 in 11.

Dan 1:

V obeh kontrolnih vzorcih smo po dnevu 1 dolocili povecano vsebnost peroksidov.
Vsebnost peroksidov v meSanici (10, 6 mmol/kg), ki je vsebovala 50 % lanenega olja, je
bila vecja kot v 10 % lanenem olju (7,8 mmol/kg). Dodatek triheksilamina je mocno zavrl
peroksidacijo lipidov v obeh mesanicah olj. Pri obeh vecjih koncentracijah smo dolocili
celo zmanjSano vsebnost le-teh, kar lahko pripiSemo razgradnji peroksidov, ki so bili ze na
zaCetku prisotni v oljih. Dodatek palmitinske kisline je imel majhen vpliv na nastanek
peroksidov v primeru meSanice z 10 % lanenega olja, medtem ko smo v meSanici s 50 %
lanenega olja dolocili nekaj manj$e vsebnosti peroksidov kot v kontrolnem vzorcu po
dnevu 1, predvsem pri visji koncentraciji palmitinske kisline.

Dan 4:

Po stirih dneh inkubacije smo za kontrolna vzorca ugotovili izrazito povecanje vsebnosti
peroksidov. V 50 % odstotnem lanenem olju se je vsebnost le teh povecala za 35x v
primerjavi z dnevom 0, v 10 % lanenem olju pa za 2,7x. V obeh meSanicah olj je imel
triheksilamin izjemno velik vpliv na potek oksidacije. Vsebnost peroksidov je bila v obeh
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mesanicah olj in vseh uporabljenih koncentracijah triheksilamina celo manjsa kot ob dnevu
0. V meSanicah z najve¢jim dodatkom triheksilamina smo dolocili samo 6 % zacetne
vsebnosti peroksidov. Najve¢ja razlika med kontrolnim vzorcem in dodatkom
triheksilamina po dnevu 4 je bila pri 50 % lanenem olju, ko smo za najve¢ji dodatek
triheksilamina dolo¢ili za ~500x manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po Stirih
dneh inkubacije.

Dodatek palmitinske kisline v 10 % laneno olje je le malo vplival na vsebnost peroksidov
pri vseh treh koncentracijah, saj so bile razlike v primerjavi s kontrolnim vzorcem izjemno
majhne. Podobno kot po dnevu 1 smo za 50 % laneno olje ugotovili, da je dodatek
palmitinske kisline zmanjsSal vsebnost peroksidov v olju. Ucinek je bil odvisen od

eyee

s

koncentraciji vsebnost peroksidov 76 % kontrolnega vzorca.

Dan 7:

Po sedmih dneh inkubacije smo v kontrolnih vzorcih zaznali Se vecje vsebnosti peroksidov
kot po dnevu 4. V 50 % odstotnem lanenem olju se je vsebnost le teh povecala za 83x v
primerjavi z dnevom 0, v 10% lanenem olju pa za 4,4x. Tako kot po dnevu 4 je imel
triheksilamin Se vedno zelo velik vpliv na potek oksidacije. Najvec¢ja razlika med
kontrolnim vzorcem in dodatkom triheksilamina po dnevu 7 je bila pri 50 % lanenem olju,
ko smo za najveéji dodatek triheksilamina dolo¢ili za ~300x manjSo koncentracijo kot za
kontrolni vzorec po Stirih dneh inkubacije.

Dodatek palmitinske Kisline v 10 % laneno olje je le malo vplival na vsebnost peroksidov.
Pri obeh visjih koncentracijah palmitinske kisline smo doloc€ili celo manjSo vsebnost
peroksidov v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Pri 50 % olju pa smo po sedmih dneh
inkubacije dolocili zmanjSano vsebnost peroksidov le pri srednji koncentraciji palmitinske
kisline.
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Slika 10: Vsebnost peroksidov v meSanicah z 10 % lanenega olja (LO) in 90 % rafiniranega olj¢nega olja
(0O0) po inkubaciji na 60 °C. MeSanicam so bile dodane razliéne koncentracije triheksilamina (THA) in
palmitinske kisline (PK).

350
300
ok ——o—LOO kontrola
© 250
g —l— LOO+THA 40 mmol/kg
>
_g 200
2 / / —&—LOO+THA 12 mmol/kg
g 150
3 /.7 / —<— LOO+THA 4 mmol/kg
g 100
£ / —¥=—LOO0+PK 40 mmol/kg
50
—0—LO0+PK 12 mmol/kg
0 & —
~—+—L00+PK 4 mmol/kg
0 2 4 6 8

Cas inkubacije na 60 °C (dan)

Slika 11: Vsebnost peroksidov v meSanicah s 50 % lanenega olja (LO) in 50 % rafiniranega olj¢nega olja
(O0) po inkubaciji na 60 °C. MeSanicam so bile dodane razli¢ne koncentracije triheksilamina (THA) in
palmitinske kisline (PK).

Primerjava ucinka triheksilamina in palmitinske kisline primerljivih molarnih (in masnih)
koncentracij kaze nato, da ima baza precej vecji vpliv na potek oksidacije.

Rezultati kaZejo na to, da je bilo olje s 50 % lanenega olja bolj podvrZeno oksidaciji kot
olje z 10 % lanenega olja. Laneno olje je zaradi veckrat nenasicenih mascobnih kislin manj



Recnik A. Vpliv kislin in baz na potek oksidacije v modelnih lipidnih sistemih. 36
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

stabilno kot olj¢no olje, ki vsebuje ve¢inoma enkrat nenasi¢ene mascobne kisline (oleinsko
kislino).

Baza triheksilamin je dobro delovala na upocasnitev oksidacijskih procesov in posledi¢no
na zmanjSanje vsebnosti peroksidov pri obeh mesanicah olj, nekoliko bolje se je odrezala
pri meSanici z visjo vsebnostjo lanenega olja. Triheksilamin je kot antioksidant deloval
najverjetneje zaradi svoje amino skupine, ki deluje kot lovilec prostih radikalov. Glede na
to da je linolna kislina med prevladujoimi v lanenem olju (poleg linolenske) in v
rafiniranem oljénem olju (poleg oleinske), lahko na$ eksperiment primerjamo s Studijo,
omenjeno v pregledu objav, kjer sta podobno antioksidativno delovanje aminov dokazala
ze Yen in Kao (1992) z dodatkom poliaminov linolni kislini.

Yi in sod. (2003) navajajo da imajo v oljih ve¢ji prooksidativni u¢inek proste mascobne
kisline s kraj$imi verigami in vi§jo stopnjo nenasic¢enosti. Palmitinska maS¢obna kislina je
v ve€ini vplivala na obe meSanici olj tako, da se je vsebnost peroksidov povecala,
predvsem pri nizji koncentraciji. Palmitinska kislina je nasi¢ena mascobna kislina, zato
morda na povisanje oksidacijskih procesov ni imela ve¢jega vpliva, ¢eprav je pri podobni
Studiji Yoshide in sod. (1992) dodatek palmitinske kisline kot proste mas¢obne kisline olju
vplival na pospesitev oksidacijskih procesov. Prav tako so v njihovi Studiji visje
koncentracije proste palmitinske kisline bolj vplivale na pospesitev oksidacijskih procesov,
v naSem primeru pa so na pospeSitev odsidacijskih procesov bolj vplivale nizje
koncentracije in srednje koncentracije.

4.1.1.2 p-anizidinsko Stevilo

Para-anizidinsko Stevilo smo dolocili za meSanice olj brez dodatka ter za meSanice z
najvecjimi vsebnostmi palmitinske kisline in triheksilamina ob dnevu ni¢ in za vse
kombinacije po Stirih dneh inkubacije. 1zmerjena p-anizidinska Stevila za 10 % laneno olje
so prikazana na sliki 12 ter za 50 % laneno olje na sliki 13. Tabelari¢ne vrednosti so
prikazane v prilogi B 1in B 2.

Zacetno p-anizidinsko Stevilo je bilo veéje pri 10% lanenem olju (=3,5) kot v 50 %
lanenem olju (=2,5) kar se sklada s podatki o peroksidnem Stevilu, ki je bilo ob dnevu 0
ravno tako viSje pri meSanici z manjSim delezem lanenega olja. Dodatek visokih
koncentracij palmitinske kisline in triheksilamina ob dnevu O ni bistveno vplival na
doloc¢eno p-anizidinsko Stevilo. Po Stirih dneh inkubacije je p-AV kontrolnega vzorca s 50
% lanenega olja precej vecji kot p-AV 10 % lanenega olja kar se sklada z manjSo
vsebnostjo linolenske kisline in nastalih peroksidov v meSanici z 10 % lanenega olja.

Analiza rezultatov po 4 dneh inkubacije razkrije, da dodatek palmitinske kisline rezultira v
manjSem p-AV v obeh oljih v primerjavi s kontrolama. Vpliv palmitinske kisline je Se
posebej izrazit pri meSanici s 50 % lanenega olja, kjer je opazna koncentracijska odvisnost
vpliva Kisline. Pri najve¢jem dodatku PK dolo¢imo le 33 % vrednosti kot v kontrolnem

ey
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tu je p-AV =70 % kontrolnega vzorca. Ti rezultati se skladajo s podatki o peroksidnem
Stevilu, kjer smo po dnevu 4 ravno tako dolocili zaviralni vpliv kisline na peroksidacijo. Na
ta nac¢in smo tudi pokazali, da manjsSe peroksidno Stevilo ni posledica pospeSene razgradnje
peroksidov v sekundarne produkte oksidacije. Triheksilamin ima $e veéji vpliv na tvorbo
aldehidov (p-AV), saj z izjemo najniZje koncentracije v 50 % lanenem olju po Stiridnevni
inkubaciji dolo¢imo celo manjSe p-AV kot v meSanici olj pred zacetkom inkubacije. Ker so
dodatki palmitinske kisline in triheksilamina rezultirali v primerljivih u¢inkih na vsebnost
peroksidov in aldehidov (p-AV) (proporcionalno zmanjsanje), smo se odlocili, da bomo pri
vrednotenju ostalih olj uporabili le dolocitev vsebnosti peroksidov, saj je metoda precej
bolj obcutljiva in posledi¢no napake meritve manjse kot doloCevanju p-AV.
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Slika 12: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v meSanicah z 10 % lanenega olja (LO) in 90 % rafiniranega
oljénega olja (OO) po inkubaciji na 60 °C. MeSanicam so bile dodane razli¢ne koncentracije triheksilamina
(THA\) in palmitinske kisline (PK).
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Slika 13: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v meSanicah s 50 % lanenega olja (LO) in 50 % rafiniranega
olj¢nega olja (OO) po inkubaciji na 60 °C. MeSanicam so bile dodane razlicne koncentracije triheksilamina
(THA\) in palmitinske kisline (PK).

4.1.1.3 Konjugirani dieni in trieni

Razred¢enim raztopinam vzorcev olj v 1-propanolu smo posneli absorbcijske spektre v UV
delu spektra ter od¢itali absorbance pri 232 nm, ki so merilo za koncentracijo konjugiranih
dienov, ter absorbanco pri 268 nm, ki predstavlja merilo za koncentracijo konjugiranih
trienov v vzorcu. Konjugirani trieni nastanejo predvsem pri oksidativnih pretvorbah
linolenske Kisline. Vrednosti absorbanc za posamezne vzorce, Ki SO pomnoZene z
ustreznimi razred¢itvami, so prikazane na slikah 14, 15, 16 in 17.

Dodatek palmitinske kisline in triheksilamina le malo vplivajo na absorbanco vzorcev 50
% lanenega olja pred inkubacijo pri 232 in 268 nm. Po stirih dneh na 60 °C se poveca
absorbanca kontrolnega vzorca tako pri 232 kot pri 268 nm. Pri obeh valovnih dolZinah so
absorbance manjSe tako v prisotnosti triheksilamina kot palmitinske kisline. Ucinek
palmitinske kisline pri 232 nm je primerljiv z meritvami peroksidnega Stevila in p-AV, saj
ima najvecji ucinek vecja koncentracija kisline. Triheksilamin Se bolj zmanjSa povecanje
absorbance, vendar ima najvec¢ja koncentracija baze manjsi vpliv, kar je Se bolj izrazito pri
268 nm.

Sprememba absorbance pri 232 nm in 268 nm kot posledica inkubacije pri 60 °C je precej
manj izrazita za kontrolne vzorce 10 % lanenega olja. Pri 268 nm se vzorci z dodatki po
inkubaciji razlikujejo za manj od 20 % v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Pri 232 nm za
vse tri koncentracije triheksilamina izmerimo za ~50 % manjSo absorbanco v primerjavi s
kontrolnim vzorcem, medtem ko dodatek kisline ne vpliva na izmerjeno absorbanco.
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Slika 14: Konjugirani dieni v meSanicah s 50 % lanenega olja (LO) in 50 % rafiniranega olj¢nega olja (OO)
po inkubaciji na 60 °C. Mesanicam so bile dodane razlicne koncentracije triheksilamina (THA) in

palmitinske kisline (PK).
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Slika 15: Konjugirani trieni v meSanicah s 50 % lanenega olja (LO) in 50 % rafiniranega olj¢nega olja (OO)
po inkubaciji na 60 °C. Mesanicam so bile dodane razlicne koncentracije triheksilamina (THA) in

palmitinske kisline (PK).
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Slika 16: Konjugirani dieni v meSanicah z 10 % lanenega olja (LO) in 90 % rafiniranega olj¢nega olja (OO)
po inkubaciji na 60 °C. MeSanicam so bile dodane razli¢ne koncentracije triheksilamina (THA) in

palmitinske kisline (PK).

80
70
60
50 -
]
< 40 A
30 -
20 -
10 -
O .
dan0 dan4
Cas inkubacije na 60 °C

B LOO kontrola

B LOO+THA 40
mmol/kg

B LOO+THA 12
mmol/kg

B LOO+THA4
mmol/kg

B LOO+PK 40
mmol/kg

B LOO+PK12
mmol/kg

B LOO+PK4
mmol/kg

Slika 17: Konjugirani trieni v meSanicah z 10 % lanenega olja (LO) in 90 % rafiniranega olj¢nega olja (OO)
po inkubaciji na 60 °C. MeSanicam so bile dodane razli¢ne koncentracije triheksilamina (THA) in

palmitinske kisline (PK).
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4.1.2 Rezultati meritev kemijskih analiz vzorcev lanenega olja in rafiniranega
son¢ni¢nega olja

V okviru poskusa smo analizirali vpliv razlicnih koncentracij baz triheksilamina in
heksilamina na potek oksidacije v lanenem olju in rafiniranem sonéni¢nem olju. Ti dve
vrsti olja se razlikujeta v vsebnosti veckrat nenasi¢ene linolenske kisline (veC je vsebuje
laneno olje), kakor tudi v vsebnosti a-tokoferola (sonéni¢no olje) in y-tokoferola (laneno
olje). Najvecji dodatek baze v olje je bil 16 mmol/kg. Obe vrsti olj z razlicno vsebnostjo
THA in HA smo inkubirali na 60 °C. V ustreznih €asovnih intervalih smo vzorcili
oksidirana olja in v njih dolocali vsebnost peroksidov. Pri tem poskusu smo tudi preverjali,
kako oksidacijski procesi vplivajo na izgubo karotenoidov v lanenem olju. Zanimalo nas
je, ali dodatek baz lahko vpliva na upocasnitev oksidacijskih procesov in s tem na
ohranitev karotenoidov v lanenem olju.

4.1.2.1 Peroksidi

Pri dnevu 0 je bila izmerjena vsebnost peroksidov pri kontrolnih vzorcih v son¢ni¢nem olju
(2,3 mmol/kg) visja kot pri lanenem olju (1,8 mmol/kg). Dodatek triheksilamina in
heksilamina ni znacilno vplival na doloCeno vsebnost peroksidov ob dnevu 0. Podatki o
doloceni vsebnosti peroksidov so v obliki tabelari¢nih vrednosti predstavljeni v prilogi A 3
in A 4. Rezultati so prikazani v obliki grafa na slikah 18 in 19.

Dan 1: V obeh kontrolnih vzorcih smo po dnevu 1 dolocili povecano vsebnost peroksidov.
Vsebnost peroksidov v son¢ni¢nem olju (9,2 mmol/kg), je bila vecja kot v lanenem olju
(7,1 mmol/kg). Dodatek triheksilamina je zavrl peroksidacijo lipidov v obeh oljih, razen v
primeru dodatka nizke koncentracije v soncni¢no olje. Pri obeh vecjih koncentracijah
triheksilamina smo dolocili celo zmanjSano vsebnost peroksidov, kar lahko pripiSemo
razgradnji peroksidov, ki so bili Ze na zaCetku prisotni v oljih. Dodatek heksilamina je prav
tako zavrl peroksidacijo lipidov v obeh oljih.

Dan 3: Po treh dneh inkubacije smo za kontrolna vzorca ugotovili izrazito povecanje
vsebnosti peroksidov. V lanenem olju se je vsebnost le-teh povecala za 100x v primerjavi z
dnevom 0, v son¢ni¢nem olju pa za 14x. V obeh oljih je imel triheksilamin velik vpliv na
potek oksidacije, Se posebno v lanenem olju. Vsebnost peroksidov je bila v lanenem olju in
pri najvecji koncentraciji triheksilamina celo manjSa kot ob dnevu 0. V lanenem olju z
najve¢jim dodatkom triheksilamina smo dolocili samo 34 % zacetne vsebnosti peroksidov.
Najvecja razlika med kontrolnim vzorcem in dodatkom triheksilamina po dnevu 3 je bila
pri lanenem olju, ko smo za najvecji dodatek triheksilamina dolocili za ~300x manjSo

awas

triheksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 18 % kontrolnega vzorca.
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Pri son¢ni¢nem olju smo po dnevu 3 pri najvecjem dodatku triheksilamina dolocili za ~14X
manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po treh dneh inkubacije. Pri srednji
koncentraciji triheksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 25 % kontrolnega vzorca. Pri
kontrolnega vzorca.

Pri heksilaminu je bila najvecja razlika med kontrolnim vzorcem in dodatkom heksilamina
pri lanenem olju, ko smo za najvecji dodatek heksilamina dolocili za ~50X manjSo
heksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 21 % kontrolnega vzorca.

Pri son¢nicnem olju smo po dnevu 3 pri najvec¢jem dodatku heksilamina doloc€ili za ~3X
manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po treh dneh inkubacije. Pri srednji
koncentraciji heksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 78 % kontrolnega vzorca. Pri

v

vzorca.

Dan 5: Po petih dneh inkubacije smo v kontrolnih vzorcih zaznali Se vecje vsebnosti
peroksidov kot po dnevu 3. V lanenem olju se je vsebnost le-teh povecala za 220x v
primerjavi z dnevom 0, v son¢ni¢nem olju pa za 23x. Vsebnost peroksidov je v lanenem
olju in pri najvecji koncentraciji triheksilamina podobno kot pri dnevu 3 celo manjsa kot
ob dnevu 0. V lanenem olju z najve¢jim dodatkom triheksilamina smo dolo¢ili samo 40 %
zacetne vsebnosti peroksidov. Najvecja razlika med kontrolnim vzorcem in dodatkom
triheksilamina po dnevu 5 je bila pri lanenem olju, ko smo za najvecji dodatek
triheksilamina dolocili za ~500x manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po petih
% kontrolnega vzorca.

Pri son¢ni¢nem olju smo po dnevu 5 pri najve¢jem dodatku triheksilamina dolocili za ~30X
manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po petih dneh inkubacije. Pri srednji
koncentraciji triheksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 14 % kontrolnega vzorca. Pri
primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Pri heksilaminu, ki je manj zaviral peroksidacijo od triheksilamina, je bila najvecja razlika
med kontrolnim vzorcem in dodatkom heksilamina po dnevu 5 pri lanenem olju, ko smo za
najvecji dodatek heksilamina dolocili za ~10x manjSo koncentracijo kot za kontrolni
peroksidov 91 % kontrolnega vzorca.

Pri son¢ni¢nem olju smo po dnevu 5 pri najve¢jem dodatku heksilamina dolocili za =2 X
manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po treh dneh inkubacije. Pri srednji
koncentraciji heksilamina je bila vsebnost peroksidov 57 % kontrolnega vzorca. Pri

v

primerjavi s kontrolnim vzorcem.
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Dan 7: Po sedmih dneh inkubacije so peroksidi e vedno narascali le v son¢ni¢nem olju, ko
smo dolocili za 29x vecjo vsebnost kot ob dnevu 0. V lanenem olju je bila vsebnost
peroksidov po sedmih dneh inkubacije nizja kot po petih dneh inkubacije, kar najverjetneje
lahko pripiSemo razgradnji peroksidov v sekundarne produkte. V' obeh oljih je imel
triheksilamin, podobno kot pri prejsSnjih dneh, Se vedno velik vpliv na potek oksidacije, Se
posebno v lanenem olju. Vsebnost peroksidov je bila v lanenem olju in pri najvecji
koncentraciji triheksilamina zopet manjsa kot ob dnevu 0. V lanenem olju z najvecjim
dodatkom triheksilamina smo dolocili 74 % zacetne vsebnosti peroksidov. Najvecja razlika
med kontrolnim vzorcem in dodatkom triheksilamina po dnevu 7 je bila pri lanenem olju,
ko smo za najveéji dodatek triheksilamina dolo¢ili za 250X manjSo koncentracijo kot za
vsebnost peroksidov 76 % kontrolnega vzorca ob dnevu 7.

V sonc¢ni¢nem olju z najve¢jim dodatkom triheksilamina smo dolo¢ili 86 % zacCetne
vsebnosti peroksidov. Pri soncni¢nem olju smo po dnevu 7 pri najvecjem dodatku
triheksilamina dolocili za ~30x manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po sedmih
dneh inkubacije. Pri srednji koncentraciji triheksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 13
peroksidov vecja za 23 % v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Nekoliko slabse se je zopet odrezal heksilamin. Najvecja razlika med kontrolnim vzorcem
in dodatkom heksilamina po dnevu 7 je bila pri lanenem olju, ko smo za najvecji dodatek
heksilamina dolo¢ili za *3x manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po sedmih dneh
pri kontrolnem vzorcu.

Pri son¢ni¢nem olju smo po dnevu 7 pri najve¢jem dodatku heksilamina dolo¢ili za =1,5X
manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po treh dneh inkubacije. Pri srednji
koncentraciji heksilamina je bila vsebnost peroksidov 58 % kontrolnega vzorca. Pri

e

kontrolnem vzorcu.
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Slika 18: Vsebnost peroksidov v lanenem olju (LO) po inkubaciji na 60 °C. Olju so bile dodane razli¢ne
koncentracije triheksilamina (THA) in heksilamina (HA).

90
80
Kol
S 70
o —&— SO kontrola
< 60
3 —l- SO+THA 16 mmol/kg
- 50
7]
§ 40 = SO+THA 4 mmol/kg
2 3 —%—SO+THA 1 mmol/kg
)
g 20 =¥ SO+HA 16 mmol/kg
10 =®— SO+HA 4 mmol/kg
0 === SO+HA 1 mmol/kg

Cas inkubacije na 60 °C (dan)

Slika 19: Vsebnost peroksidov v rafiniranem son¢ni¢nem olju (SO) po inkubaciji na 60 °C. Olju so bile
dodane razli¢ne koncentracije triheksilamina (THA) in heksilamina (HA).

Rezultati kazejo na to, da je laneno olje veliko bolj podvrzeno procesu oksidacije.Ker
imata son¢ni¢no in laneno olje priblizno enak deleZ nasi¢enih mas¢obnih kislin, je laneno
olje bolj podvrzeno oksidaciji zaradi viSjega deleZa veckrat nenasi¢enih mas¢obnih kislin.
Predvsem zaradi treh dvojnih vezi, ki so del linolenske kisline, ki je laneno olje vsebuje
vec kot pa sonc¢ni¢no. Soncni¢no olje vsebuje vec linolne kisline, ki ima dve dvojni vezi in
je zato bolj stabilno (Kostik in sod., 2013).

Izkazalo se je, da pri lanenem olju na upocasnitev procesov oksidacije bolj vpliva
triheksilamin kot heksilamin. Amini po navedbi Dasa in Misre (2004) lahko delujejo kot
antioksidanti zaradi svoje amino skupine kot lovilci prostih radikalov in kot kelatorji
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kovinskih ionov. V studiji Toro-Funesove in sod. (2011) so imeli amini z ve¢jim §tevilom
amino skupin vecjo antioksidativno ucinkovitost. Heksilamin in triheksilamin imata sicer
enako Stevilo amino skupin (eno), a se vseeno razlikujeta v strukturi, saj je heksilamin
primarni amin, triheksilamin pa terciarni amin. Triheksilamin ima vse tri vodikove atome
zamenjane z organsko substituento. Ve¢jo antioksidativno uc¢inkovitost bi v naSem primeru
tako tudi lahko pripisali razliki v strukturi.

Prav tako se je izkazalo, da bazi bolje delujeta na upocasnitev procesov oksidacije pri
lanenem olju kot pri son¢nicnem olju. To morda nakazuje na to, da bazi sinergisticno
delujeta z y-tokoferolom, ki ga je ve¢ v lanenem olju, kot pa v son¢ni¢nem olju, ki vsebuje
najvec a-tokoferola.

4.1.2.2 Karotenoidi

Razred¢enim raztopinam vzorcev olj v 1-propanolu smo posneli absorbcijske spektre v
vidnem delu spektra ter odcitali absorbance pri 400-500 nm, kjer absorbirajo karotenoidi.
Karotenoidi so velika skupina organskih pigmentov, ki jih najdemo tudi v rastlinskih oljih.
Prisotnost B-karotena v oljih je zelo pomembno, saj je ucinkovit naravni antioksidant.
Deluje kot lovilec prostih radikalov. Zaradi svoje sestave (nenasi¢ene molekule) so
karotenoidi podvrzeni procesom oksidacije. Izguba karotenoidov v olju pomeni, da se v
olju odvijajo procesi oksidacije (Rafalowski in sod., 2008).

Absorpcijski spektri za posamezne vzorce lanenih olj, za katere smo na osnovi
preliminarnih analiz ugotovili (absorpcijski spekter), da vsebujejo beta-karoten so
prikazane na slikah 20, 21, 22, 23, 24 in 25.

Pred inkubacijo pri dnevu O dodani antioksidanti ne vplivajo na absorpcijske spektre
karotenoidov.

Po treh dneh inkubacije oksidacijski procesi ze mocno vplivajo na izgubo karotenoidov v
kontrolnem vzorcu lanenega olja, saj ni ve¢ znacilnega absorpcijskega profila beta-
karotena. V prisotnosti 4 mM in 16 mM THA in HA ni opaziti sprememb v spektru glede
na dan 0, medtem ko je za najnizjo koncentracijo THA in HA (1 mM) razvidno, da je
priSlo do zmanjSanja absorbance ter posledi¢no koncentracije beta-karotena.Ucinki baz so
primerljivi z meritvami peroksidnega S$tevila, saj so imele najvecji ucinek vecje
koncentracije.

Po petih dne inkubacije se je beta-karoten ohranil le v prisotnosti 4in 16 mM THA ter
16 mM HA, medtem ko je v vseh ostalih primerih priSlo do popolne razgradnje beta-
karotena.
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Slika 20: Karotenoidi v lanenem olju (LO) po inkubaciji na 60 °C pri dnevu 0. Olju so bile dodane razli¢ne
koncentracije heksilamina (HA).
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Slika 21: Karotenoidi v lanenem olju (LO) po inkubaciji na 60 °C pri dnevu 0. Olju so bile dodane razli¢ne
koncentracije triheksilamina (THA).
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Slika 22: Karotenoidi v lanenem olju (LO) po inkubaciji na 60 °C pri dnevu 3. Olju so bile dodane razli¢ne
koncentracije heksilamina (HA).
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Slika 23: Karotenoidi v lanenem olju (LO) po inkubaciji na 60 °C pri dnevu 3. Olju so bile dodane razli¢ne
koncentracije triheksilamina (THA).
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Slika 24: Karotenoidi v lanenem olju (LO) po inkubaciji na 60 °C pri dnevu 5. Olju so bile dodane razli¢ne
koncentracije heksilamina (HA).
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Slika 25: Karotenoidi v lanenem olju (LO) po inkubaciji na 60 °C pri dnevu 5. Olju so bile dodane razli¢ne
koncentracije triheksilamina (THA).
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4.1.3 Rezultati meritev kemijskih analiz vzorcev rafiniranega son¢ni¢nega olja

V okviru poskusa smo analizirali vpliv y-tokoferola in razlicnih koncentracij heksilamina
na potek oksidacije v rafiniranem son¢ni¢nem olju, Ki je bogato z a-tokoferolom. Poizkus
smo izvedli zato, ker smo na osnovi predhodnih analiz ugotovili, da imajo amini ve¢ji
vpliv na potek oksidacije v lanenem olju (vsebuje y-tokoferol) kot v son¢ni¢nem olju
Najvecji dodatek baze v mesSanico olje je bil 32 mmol/kg. Olja z y-T in z razlicno
vsebnostjo HA smo inkubirali na 60 °C. V ustreznih ¢asovnih intervalih smo vzor¢ili
oksidirana olja in v njih dolocali vsebnost peroksidov.

4.1.3.1 Peroksidi

Podatki o doloceni vsebnosti peroksidov so v obliki tabelari¢nih vrednosti predstavljeni v
prilogi A 5. Rezultati so prikazani v obliki grafa na sliki 26.

Dan 1: V kontrolnem vzorcu smo po dnevu 1 dolocili povecano vsebnost peroksidov.
Vsebnost peroksidov v son¢ni¢nem olju je bila 10 mmol/kg. Dodatek y-tokoferola in
heksilamina je zavrl peroksidacijo lipidov v olju, saj je bila v vseh vzorcih vsebnost
izmerjenih peroksidov manjSa, kot pri kontrolnem vzorcu. Pri dodatku kombinacije y-
tokoferola in heksilamina smo dolocili celo zmanjSano vsebnost le teh, kar lahko pripiSemo
razgradnji peroksidov, ki so bili Ze na zacetku prisotni v olju.

Dan 3: Po treh dneh inkubacije smo v kontrolnem vzorcu dolocili poveCano vsebnost
peroksidov. V sonc¢ni¢nem olju se je vsebnost le-teh povecala za 7,5x v primerjavi z
dnevom 0. Dodatek kombinacije y-tokoferola in heksilamina je imel dober ucinek na
zmanjSanje vsebnosti peroksidov v vzorcih. Najvecja razlika med kontrolnim vzorcem in
dodatkom y-tokoferola in heksilamina po dnevu 3 je bila pri son¢ni¢nem olju, ko smo za
najvecji dodatek heksilamina dolocili za ~3x manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec
po treh dneh inkubacije. Pri dodatku y-tokoferola in srednje koncentracije heksilamina je
zanaSala vsebnost peroksidov 56 % kontrolnega vzorca. Pri dodatku y-tokoferola in
najnizje koncentracije heksilamina je zanaSala vsebnost peroksidov 65% kontrolnega
vzorca. Dodatek samega y-tokoferola je malo vplival na upocasnitev peroksidacije.
Vsebnost peroksidov je bila v tem primeru 83 % kontrolnega vzorca.

Dan 5: Po petih dneh inkubacije smo v kontrolnih vzorcih zaznali Se vecje vsebnosti
peroksidov kot po dnevu 3. V son¢ni¢nem olju se je vsebnost le-teh povecala za 15x v
primerjavi z dnevom 0. Dodatek kombinacije y-tokoferola in heksilamina je imel,
podobno, kot pri dnevu 3, pozitiven ucinek na zaviranje nastanka peroksidov v vzorcih.
Najvecja razlika med kontrolnim vzorcem in dodatkom vy-tokoferola in heksilamina po
dnevu 5 je bila pri son¢ni¢nem olju, ko smo za najvecji dodatek heksilamina dolocili za
~3x manjso koncentracijo kot za kontrolni vzorce po petih dneh inkubacije. Pri dodatku vy-
tokoferola in srednje koncentracije heksilamina je zanaSala vsebnost peroksidov 52 %
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kontrolnega vzorca. Pri dodatku y-tokoferola in najnizje koncentracije heksilamina je
znaSala vsebnost peroksidov 89 % kontrolnega vzorca.

Dodatek samega y-tokoferola je zopet le malo vplival na upocasnitev peroksidacije.
Vsebnost peroksidov je zanaSala v tem primeru 80 % kontrolnega vzorca.

Dan 7: Po sedmih dneh inkubacije v son¢ni¢nem olju se je vsebnost peroksidov povecala
za 20x v primerjavi z dnevom 0. Dodatek kombinacije y-tokoferola in najvisje ter srednje
heksilamina je imel Se vedno dober uc¢inek na zmanjSanje vsebnosti peroksidov v vzorcih,
vendar vseeno nekoliko slabSega kot prejSnje dni. Najvecja razlika med kontrolnim
vzorcem in dodatkom y-tokoferola in heksilamina po dnevu 7 je bila pri son¢ni¢nem olju,
ko smo za najvecji dodatek heksilamina dolo¢ili za ~1,5x manjSo koncentracijo kot za
kontrolni vzorecpo petih dneh inkubacije. Pri dodatku y-tokoferola in srednje koncentracije
heksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 78 % kontrolnega vzorca. Pri dodatku y-
tokoferola in najnizje koncentracije heksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 92 %
kontrolnega vzorca.

Dodatek samega y-tokoferola je zopet le malo vplival na upocasnitev peroksidacije. U¢inek
je bil podoben kot ob dodatku y-tokoferola in najnizje koncentracije heksilamina, saj je
znaSala vsebnost peroksidov tudi v tem primeru 92 % kontrolnega vzorca.
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Slika 26: Vsebnost peroksidov v rafiniranem sonéni¢nem olju (SO) po inkubaciji na 60 °C. Olju je bil dodan
y-tokoferol (y-T) in razlicne koncentracije heksilamina (HA).

Rezultati kazejo na to, da je dodatek samega y-tokoferola v son¢ni¢no olje obcutno
zmanijSal hitrost peroksidacije (kot delez prirasta peroksidov glede na kontrolo) le v zacetni
fazi (dan 1). Uc¢inek pri daljsih ¢asih inkubacije je manjs$i. Pri¢akovali smo, da bo dodatek
y-tokoferola bolj vplival na zmanjSano nastajanje peroksidov ves ¢as inkubacije.

Iz slike 26 je mogoce videti, da je bila izmerjena vsebnost peroksidov ves ¢as inkubacije
najnizja ob dodatku kombinacije y-T in HA (predvsem pri dodatku najvisje koncentracije
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HA). Ceprav v eksperimentu, prikazanem na sliki 26, niso bile dodane enake koncentracije
HA kot v Cisto son¢ni¢no olje (brez y-tokoferola, slika 19), lahko trdimo da dodatek -
tokoferola ni bistveno vplival na zmanjSanje oksidacije olja v prisotnosti HA. Mehanizem
delovanja uporabljene baze ni popolnoma jasen, zato je tezko reCi ali je upocCasnitev
oksidacijskih procesov posledica delovanja samega heksilamina kot antioksidanta ali gre
za to, da baza heksilamin deluje sinergisti¢no s tokoferoli.

4.1.4 Rezultati kemijskih analiz vzorcev rafiniranega koruznega olja

V okviru osnovnega poskusa smo analizirali vpliv razli¢nih koncentracij triheksilamina in
heksilamina na potek oksidacije v rafiniranem koruznem olju. Rafinirano koruzno olje
vsebuje vse vrste tokoferolov, med njimi vsebuje najve¢ y-tokoferola in o-tokoferola
(Preglednica 5). Najvecji dodatek baze v koruzno olje je bil 16 mmol/kg. Olje z razli¢no
vsebnostjo THA in HA smo inkubirali na 60 °C. V ustreznih ¢asovnih intervalih smo
vzorc¢ili oksidirana olja in v njih dolocali vsebnost peroksidov.

4.1.4.1 Peroksidi

Pri dnevu 0 je bila izmerjena vsebnost peroksidov v kontrolnem vzorcu koruznega olja 1,4
mmol peroksidov/kg olja. Podatki o doloceni vsebnosti peroksidov so v obliki tabelari¢nih
vrednosti predstavljeni v prilogi A 6. Rezultati so prikazani v obliki grafa na sliki 27.

Dan 1: V kontrolnem vzorcu smo po dnevu 1 dolocili povecano vsebnost peroksidov.
Vsebnost peroksidov v koruznem olju je bila 2,2 mmol/kg. Dodatek triheksilamina in
heksilamina je zavrl peroksidacijo lipidov v vseh vzorcih olja.

Dan 3: Po treh dneh inkubacije smo v kontrolnem vzorcu dolo¢ili pove¢ano vsebnost
peroksidov. Vsebnost peroksidov v koruznem olju je bila 14,5 mmol/kg. Vsebnost le-teh
povecala za 10x v primerjavi z dnevom 0. Triheksilamin je imel velik vpliv na potek
oksidacije. Vsebnost peroksidov je bila v koruznem olju in pri najvecji koncentraciji
triheksilamina celo manjSa kot ob dnevu 0. V olju z najvecjim dodatkom triheksilamina
smo dolo¢ili 79 % zacetne vsebnosti peroksidov, kar je 13x manj kot v kontrolnem vzorcu
kontrolnega vzorca.

Tudi heksilamin je imel vpliv na potek oksidacije, vendar slabSega kot triheksilamin, tako
kot smo predhodno Ze ugotovili za laneno in son¢ni¢no olje. Najvecja razlika med
kontrolnim vzorcem in dodatkom heksilamina po dnevu 3 je bila, ko smo za najvecji
dodatek heksilamina dolo¢ili za #5x manjSo koncentracijo kot za kontrolni vzorec po treh

aw e

% kontrolnega vzorca.
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Dan 5: Po petih dneh inkubacije smo v kontrolnem vzorcu dolocili povecano vsebnost
peroksidov. Vsebnost le-teh povecala za 15x v primerjavi z dnevom 0. Pokazal se je
izjemen uéinek triheksilamina na potek oksidacije. Vsebnost peroksidov je bila v
koruznem olju in pri najvecji koncentraciji triheksilamina manjSa kot ob dnevu 0 in 3. V
olju z najve¢jim dodatkom triheksilamina smo dolocili 65 % zaetne vsebnosti peroksidov.
Najvecja razlika med kontrolnim vzorcem in dodatkom triheksilamina po dnevu 5 je bila,
ko smo za najvecji dodatek triheksilamina dolo¢ili za ~25x manjSo koncentracijo kot za
je znaSala vsebnost peroksidov 38 % kontrolnega vzorca.

Tudi heksilamin je imel vpliv na potek oksidacije, vendar slabSega kot triheksilamin,
podobno kot pri dnevu 3. Najvecja razlika med kontrolnim vzorcem in dodatkom
heksilamina po dnevu 5 je bila pri, ko smo za najvecji dodatek heksilamina dolocili 50 %

aw e

heksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 91 % kontrolnega vzorca.

Dan 7: Po sedmih dneh inkubacije smo v kontrolnem vzorcu dolocili povecano vsebnost
peroksidov. Vsebnost le-teh povecala za 23x v primerjavi z dnevom 0. Zopet se je pokazal
izjemen ucinek triheksilamina na potek oksidacije. Vsebnost peroksidov je bila v
koruznem olju in pri najvecji koncentraciji triheksilamina najmanjSa od vseh meritev, saj
smo dolo¢ili samo 23 % zaCetne vsebnosti peroksidov, oziroma =100x manjSo
koncentracijo kot za kontrolni vzorec po sedmih dneh. Pri srednji koncentraciji

s
e

v

vzorca, kar je navidez bolje kot pri dnevu 5. Toda, ker so koncentracije peroksidov za
omenjena dodatka po dnevu 7 manjSe kot po dnevu 5, je manjSa koncentracija
najverjetneje posledica pospeSene razgradnje in ne upocasnjene oksidacije.
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Slika 27: Vsebnost peroksidov v rafiniranem koruznem olju (KO) po inkubaciji na 60 °C. Olju so bile dodane
razliéne koncentracije heksilamina (HA) in triheksilamina (THA).

Koruzno olje, ki je bogato z y-tokoferolom, se je manj oksidiralo kot npr. son¢ni¢no olje,
Ki ima primerljivo vsebnost veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin, vendar vsebuje ve¢ a-
tokoferola kot y-tokoferola. Ceprav je tezko oceniti antioksidativno aktivnost tokoferolov
aktivnost (Belitz in Grosch, 2004). y-tokoferol pa naj bi imel po navedbah Theriaulta in
sod., 1999 najvisjo antioksidativno aktivnost. Vecjo stabilnost koruznega olja in vedji
ucinek y-tokoferola kot antioksidanta bi lahko v tem primeru morda lahko pripisali temu,
da je y-tokoferol bolj stabilen tudi pri visjih temperaturah, kot pa o-tokoferol (Rudan-
Tasi¢, 2000). Prav tako Yoshida in sod. po dognanjih vecih raziskovalcev navajajo, da
lahko v dolocenih okoli§¢inah aktivnost y-tokoferola kot antioksidanta preseze aktivnost -
tokoferola, ki ima sicer najvisjo biolosko aktivnost kot antioksidant (Yoshida in sod.,
2003).

Rezultati kazejo na to, da dodatek baz heksilamina in triheksilamina, podobno kot pri
poskusu z lanenim in son¢ni¢nim oljem pozitivno vpliva na upocasnitev oksidacijskih
procesov in posledicno na zmanjSanje vsebnosti peroksidov pri koruznem olju. Za bolj
ucinkovitega se je izkazal triheksilamin, podobno kot pri poskusu s soné¢ni¢nim in lanenim
oljem.

4.1.5 Rezultati kemijskih analiz vzorcev modelnega lipidnega sistema 1

V okviru poskusa smo analizirali vpliv triheksilamina v prisotnosti in odsotnosti a-
tokoferola na potek oksidacije v modelnem lipidnem sistemu, ki je vseboval metil-
linolenat. VVzorce smo inkubirali na 60 °C in v ustreznih ¢asovnih intervalih dolocali
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vsebnost peroksidov. Z modelnim lipidnim sistemom smo Zzeleli pridobiti informacije o
tem, ali triheksilamin deluje kot antioksidant tudi v odsotnosti tokoferolov.

4.1.5.1 Analiza vpliva triheksilamina v kombinaciji z a -tokoferolom na tvorbo
peroksidov v modelnem lipidnem sistemu

Pri dnevu 0 je bila izmerjena vsebnost peroksidov pri kontrolnih vzorcih MLS 1 19,2
mmol peroksidov/kg olja. To je relativno visoka vrednost in kaZze na obcutno oksidacijo
komercialno dostopnega metil-linoleanta, kljub temu, da smo uporabili popolnoma svezo
kemikalijo. Dodatek o-tokoferola in triheksilamina ni znacilno vplival na doloceno
vsebnost peroksidov ob dnevu 0. Podatki o doloceni vsebnosti peroksidov so v obliki
tabelari¢nih vrednosti predstavljeni v prilogi A 7. Rezultati so prikazani v obliki grafa na
sliki 28.

Dan 1: V kontrolnem vzorcu smo po dnevu 1 dolo¢ili 68,2 mmol/kg peroksidov. Dodatek
a-tokoferola v kombinaciji triheksilaminom je popolnoma zavrl peroksidacijo, saj
prakticno ni prislo do povecanja koncentracije peroksidov v primerjavi z dnevom 0. Iz
rezultatov predstavljenih na sliki 28 je razvidno, da je vsebnost peroksidov v kombinaciji
a-tokoferola in nizke koncentracije triheksilamina vecja kot ¢e je bil dodan samo o-
tokoferol, kar si lahko razlagamo kot prooksidativen ucinek tiheksilamina v prisotnosti o-
tokoferola. Tako 1 mM kot 4 mM triheksilamin v odsotnosti o-tokoferola sta rezultirala v
manjSi peroksidaciji. Antioksidativni ucinek je bil koncentracijsko odvisen, saj smo pri
vecj1 koncentraciji dolo¢ili manj peroksidov.

Dan 3: Po treh dneh inkubacije smo v kontrolnem vzorcu dolocili poveCano vsebnost
peroksidov, za 7x v primerjavi z dnevom 0. NajniZjo vsebnost smo dolo¢ili pri kombinaciji
a-tokoferola in visoke koncentracije triheksilamina, ki je rezultirala v =3x manjsi
koncentraciji peroksidov kot v kontrolnem vzorcu. Pri dodatku a-tokoferola in nizke
koncentracije heksilamina je znaSala vsebnost peroksidov 65 % kontrolnega vzorca, kar je
primerljivo z dodatkom samega a-tokoferola. V prisotnosti 4 mM triheksialmina smo
dolo¢ili manj peroksidov kot ob dodatku 0,25 mM a-tokoferola ter tako nismo ugotovili
prooksidativnega ucinka triheksilamina v kombinaciji a-tokoferolom.

Dan 5: Po petih dneh inkubacije smo v kontrolnem vzorcu in vzorcu z dodanim o-
tokoferolom dolo¢ili za 7,5x vecjo vsebnost peroksidov kot ob dnevu ni¢. Velik porast
peroksidov od dneva 1 do dneva 5 v vzorcu, kateremu je bil dodan a-tokoferol, bi lahko
pripisali oksidaciji in razgradnji o-tokoferola. Primerjava vzorcev z dodanim 4 mM
triheksilaminom v odsotnosti in prisotnosti o-tokoferola razkrije, da je dodatek a-
tokoferola vplival le na meritev ob dnevu 1, medtem ko je prirast peroksidov od dneva 1
do dneva 5 prakti¢no enak v obeh vzorcih.
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Slika 28: Vsebnost peroksidov v modelnem lipidnem sistemu 1 (MLS 1) po inkubaciji na 60 °C. Modelnemu
lipidnemu sistemu je bil dodan a-tokoferol (0-T) in razlicne koncentracije triheksilamina (THA).

Rezultati kazejo na to, da ima dodatek samega o-tokoferola pozitiven vpliv na zacetno
upocasnitev oksidacijskih procesov v modelnem lipidnem sistemu, vendar samo v
doloCenem casovnem okviru (3 dni). Kot najucinkovitejSa sta se za upocCasnitev
peroksidacije izkazala dodatka najviSje koncentracije triheksilamina in kombinacija o-
tokoferola in najvisje koncentracije triheksilamina. Ti rezultati nakazujejo na to, da o-
tokoferol in triheksilamin na nek nacin delujeta sinergisti¢no, saj se je vsebnost peroksidov
najbolj zmanjsala ravno ob dodatku te kombinacije. S tem poskusom smo potrdili, da
dodatek baz pozitivno vpliva na upocasnitev oksidacijskih procesov tudi v modelnem
lipidnem sistemu.

4.1.6 Rezultati kemijskih analiz vzorcev modelnega lipidnega sistema 2

V okviru poskusa smo analizirali vpliv a- tokoferola, y-tokoferola, triheksilamina,
heksilamina in izbranih kombinacij na potek oksidacije v modelnem lipidnem sistemu.
Vzorce smo inkubirali na 60 °C in v ustreznih Casovnih intervalih vzor¢ili oksidiran
modelni lipidni sistem in v njem dolocali vsebnost peroksidov.

4.1.6.1 Analiza vpliva triheksilamina v kombinaciji z y-tokoferolom na tvorbo
peroksidov v modelnem lipidnem sistemu

Na sliki 29 so predstavljeni rezultati za analizo vpliva triheksilamina na oksidacijo
modelnega lipidnega sistema v prisotnosti in odstotnosti y-tokoferola, saj smo v okviru
MLS 1 analizirali le vpliv triheksilamina na tvorbo peroksidov v prisotnosti a-tokoferola.
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Podatki o doloCeni vsebnosti peroksidov so v obliki tabelari¢nih vrednosti predstavljeni v
prilogi A 8.

y-tokoferol (slika 29) je podobno kot a-tokoferol (slika 28) upocasnil potek oksidacije v
modelnem lipidnem sistemu. Izmerjena vsebnost peroksidov po enem, oziroma treh dneh
inkubacije v kontrolnem vzorcu je bila ve¢ja kot pri MLS 1, ¢eprav smo imeli enako
zacetno sestavo kontrolne raztopine. ManjSe razlike bi lahko pripisali vecji zacetni
vsebnosti peroksidov v kontrolnem vzorcu. Sam triheksilamin je ucinkoval kot
antioksidant, vendar je bil tudi inhibitorni u¢inek manjsi kot v MLS1 pri enaki zacetni
koncentraciji. MeSanica triheksilamin/y-tokoferol (slika 29) se je izkazala za precej bolj
ucinkovito od meSanice triheksilamin/o-tokoferol (slika 28). V  kombinaciji
triheksilamin/y-tokoferol, se je vsebnost peroksidov skozi celotno inkubacijo zmanjSevala.
Opazen je izrazit sinergisti¢ni ucinek, ki ga nismo zaznali v kombinaciji triheksilamin/o.-
tokoferol.

180
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Slika 29: Vsebnost peroksidov v modelnem lipidnem sistemu 2 (MLS 2) po inkubaciji na 60 °C. Modelnemu
lipidnemu sistemu je bil dodan y-tokoferol (y-T) in triheksilamin (THA).

4.1.6.2 Analiza vpliva heksilamina v kombinaciji z a- tokoferolom in y-tokoferolom na
tvorbo peroksidov v modelnem lipidnem sistemu

Podatki o doloCeni vsebnosti peroksidov so v obliki tabelari¢nih vrednosti predstavljeni v
prilogi A 8.

Podobno kot za triheksilamin smo tudi za heksilamin analizirali kako le-ta vpliva na potek
oksidacije v prisotnosti a- tokoferolain y-tokoferola. 1z rezultatov predstavljenih na sliki 30
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je razvidno, da sam heksilamin ne vpliva na potek oksidacije v odsotnosti tokoferolov, saj
so peroksidna Stevila po dnevih 1 in 3 prakti¢no enaka kot v kontrolnem vzorcu. Za dan 5
in 7 smo dolo¢ili manjSa peroksidna Stevila v prisotnosti heksilamina v primerjavi s
kontrolnim vzorcem. Primerjava vpliva a- tokoferola in y-tokoferola na potek oksidacije
razkrije, da je slednji bolj ucinkovit pri enaki molarni koncentraciji, saj smo v vseh
casovnih intervalih dolo¢ili manjSo koncentracijo peroksidov. Dodatek heksilamina v
kombinaciji z a- tokoferolom in y-tokoferolom je imel nasproten vpliv. Pri a- tokoferolu
smo ugotovili, da dodatek heksilamina celo pospesi oksidacijo, saj smo po dnevu 1 in 3
dolocili nekaj vecjo vsebnost peroksidov. Po dnevih 5 in 7 je v kombinaciji heksilamin/a-
tokoferol vsebnost peroksidov manjSa kot, ¢e je bil dodan samo a- tokoferol, kar ponovno
lahko razlozimo s pospeSeno razgradnjo peroksidov v prisotnosti baz, ko novi peroksidi ne
morejo ve¢ nastajati, saj se je vsa linolenska kislina Ze oksidirala.

Za kombinacijo heksilamin/y- tokoferol pa lahko ugotovimo izrazit sinergisti¢ni ucinek,
podobno kot to velja za kombinacijo triheksilamin/y- tokoferol. Nedvomno lahko trdimo,
da heksilamin po treh in petih dneh potencira ucinek y- tokoferola, saj sam ne vpliva na
potek peroksidacije. Rezultati modelnih sistemov se skladajo s tistimi, ki smo jih pridobili
za olja, saj sta tako triheksilamin kot heksilamin bolj u¢inkovita v lanenem olju kot v
son¢ni¢nem olju (sliki 18 in 19)
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Slika 30: Vsebnost peroksidov v modelnem lipidnem sistemu 2 (MLS 2) po inkubaciji na 60 °C. Modelnemu
lipidnemu sistemu so bili dodani y-tokoferol (y-T), a-tokoferol (a-T) in heksilamin (HA).
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5 SKLEPI

o Mascobnokislinska sestava olja vpliva na hitrost oksidacije. Laneno olje, ki je
bogato z linolensko kislino se hitreje oksidira kot koruzno in son¢ni¢no olje, ki sta bogata z
linolno kislino.

° Baze, kot sta heksilamin in triheksilamin vplivajo na potek oksidacije v razlicnih
rastlinskih oljih in modelnih lipidnih sistemih. Dodatek nepolarnih baz ucinkovito
zmanjSuje primarne in sekundarne produkte lipidne peroksidacije v rastlinskih oljih.

o Prosta palmitinska kislina ne vpliva znacilno na potek oksidacije v oljih.

o Antioksidativna ucinkovitost baz je koncentracijsko odvisna. Visje koncentracije
dodanih baz u¢inkoviteje zavirajo oksidacijo.

o Triheksilamin deluje kot antioksidant tudi v odsotnosti tokoferolov, medtem ko
heksilamin ne deluje kot antioksidant v odsotnosti tokoferolov.

° Obe nepolarni bazi delujeta sinergisticno v kombinaciji z y-tokoferolom, medtem
ko v kombinaciji z a-tokoferolom sinergisti¢nega u¢inka nismo ugotovili.
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6 POVZETEK

Osnovni namen magistrske naloge je bil preveriti vpliv kislin in baz na tvorbo primarnih in
sekundarnih produktov oksidacije v rastlinskih oljih in modelnih lipidnih sistemih.
Zanimala nas je koncentracijska odvisnost ucinkovitosti uporabljenih aminov kot
antioksidantov, prav tako pa smo Zzeleli ugotoviti, ali amini sinergisticno delujejo z y-
tokoferolom in a-tokoferolom, ki sta najpomembnejSa antioksidanta v rastlinskih oljih.

V magistrskem delu smo spremljali oksidacijo v meSanicah lanenega olja in rafiniranega
olj¢nega olja (50 % lan-50 % oljka; 10 % lan-90 % oljka), v lanenem olju, rafiniranih
son¢ni¢nem olju in koruznem olju. Na koncu smo preverili potek oksidacije Se v modelnih
lipidnih sistemih. Oljem in lipidnim sistemom smo dodajali palmitinsko kislino, bazi
heksilamin in triheksilamin ter a- in y-tokoferol v razli¢nih koncentracijah.

Vzorce smo inkubirali v temi na 60 °C, v ¢asovnem obdobju 5 ali 7 dni. V ustreznih
¢asovnih intervalih smo vzorcem dolocali primarne (peroksidno Stevilo, konjugirani dieni)
in sekundarne oksidacijske produkte (p-anizidinsko Stevilo, konjugirani trieni). V lanenem
olju smo spremljali tudi razgradnjo karotenoidov med inkubacijo v temi na 60 °C.

Na zacetku naloge smo predpostavili tri hipoteze in sicer:

e da bodo amini upocasnili oksidacijo lipidov rastlinskih oljih in modelnih lipidnih
sistemih,

e da bo prosta palmitinska kislina pospeSila oksidacijo lipidov v rastlinskih oljih,

e da bomo ugotovili sinergisti¢no delovanje med amini in tokoferoli.

Na temo delovanja aminov kot antioksidantov je bilo narejenih Zze ve¢ $tudij in nekateri
amini se ze dolgo uporabljajo kot antioksidanti v lipidnih sistemih. Mehanizem delovanja
aminov kot antioksidantov ni popolnoma razjasnjen, vendar po mnenju raziskovalcev
amini reagirajo z oksidiranimi lipidi in delujejo kot antioksidanti zaradi svoje duSikove
(amino) skupine. Ta deluje kot lovilec prostih radikalov in kot kelator kovinskih ionov
(Toro-Funes in sod., 2013). Prvo hipotezo smo potrdili z vsemi eksperimenti na rastlinskih
oljih. Uporabili smo bazi heksilamin in triheksilamin, ki smo ju oljem in lipidnim
sistemom dodajali v razlicnih koncentracijah in v razlicnih kombinacijah z a- in y-
tokoferolom. Rezultati naSih eksperimentov so pokazali, da sta bazi heksilamin in
triheksilamin vplivali na upocasnitev oksidacijskih procesov v vseh rastlinskih oljih. Lahko
bi rekli, da imata bazi heksilamin in triheksilamin dokazan antioksidativni u¢inek, glede na
domneven mehanizem delovanja pa bi jih lahko pristevali k primarnim antioksidantom. Za
optimalno koncentracijo so se izkazale najviSje uporabljene koncentracije obeh baz.
Triheksilamin se je izkazal za u¢inkovitejSega, saj so bile izmerjene vsebnosti peroksidov v
vzorcih z dodanim triheksilaminom nizje kot v vzorcih z dodanim heksilaminom. Razlog
za vecjo ucinkovitost triheksilamina je morda v njegovi strukturi, saj je terciarni amin.
Prvo hipotezo smo nato preverili Se v dveh modelnih lipidnih sistemih, kjer smo dobili
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podobne rezultate. Antioksidativnega u¢inka aminov nismo ugotovili edino za heksilamin
v odsotnosti tokoferolov.

Proste mascobne kisline pospesujejo oksidacijo triacilglicerola v rastlinskih oljih in
delujejo kot prooksidanti (Chen in sod., 2011). Na temo vpliva prostih masc¢obnih kislin
na potek oksidacije je bilo narejenih Zze veé¢ $tudij in rezultati teh Studij kaZejo na to, da
dodatek prostih mascobnih kislin pospesuje oksidacijo lipidov. Drugo hipotezo smo ovrgli
s prvim eksperimentom, saj dodatek palmitinske kisline ni znacilno vplival na dolo¢eno
vsebnost peroksidov v meSanicah lanenega in rafiniranega oljénega olja. Proste mas¢obne
kisline so bolj dovzetne za oksidacijo kot zaestrene mascobne kisline,vendar je palmitinska
kislina nasic¢ena tako, da se sama ni oksidirala.

O sinergisticnem delovanju baz z naravno prisotnimi tokoferoli ne obstaja veliko
znanstvenih podatkov. Predvidevali smo, da bomo ugotovili sinergisticno delovanje
dodanih baz z naravno prisotnimi tokoferoli. Najvecji ué¢inek dodane baze smo ugotovili v
lanenem olju, bogatem z naravno prisotnim y-tokoferolom. Iz teh rezultatov lahko
sklepamo, da je baza potencirala u¢inek naravno prisotnega antioksidanta.

Tretjo hipotezo smo potrdili samo za y-tokoferol. V modelnih lipidnih sistemih smo
pokazali, da tako heksilamin kot triheksilamin delujeta sinergisticno z y-tokoferolom. Pri
a-tokoferolu sinergisti¢nih u¢inkov nismo zaznali. Heksilamin je v prisotnosti a-tokoferola
pokazal tudi manjsi prooksidativni u¢inek. Eksperimenti v modelnih sistemih, ki kaZzejo na
veéji ucinek baz v prisotnosti y-tokoferola, se skladajo z rezultati v rastlinskih oljih, ko
smo najvecjo ucinkovitost aminov ugotovili v lanenem olju, kjer je vy-tokoferol
najpomembnejsi antioksidant.
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PRILOGE

Priloga A:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v razli¢nih vzorcih olja in modelnih lipidnih
sistemov

Priloga Al: Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v meSanicah z 10 % lanenega olja (LO) in 90 % rafiniranega
olj¢nega olja (O0) z dodanimi razliénimi koncentracijami THA in PK po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 4 7
LOO kontrola 5,44 7,81 14,65 24,13
LOO+THA 40 5,72 3,04 0,31 1,09
mmol/kg

LOO+THA 12 / 5,18 0,92 1,64
mmol/kg

LOO+THA 4 / 5,84 3,67 3,35
mmol/kg

LOO+PK 40 5,6 7,61 13,42 19,7
mmol/kg

LOO+PK 12 / 8,44 14,41 21,29
mmol/kg

LOO+PK 4 / 8,44 15,16 24,09
mmol/kg

*Podatki oznaceni z /: nismo izvajali meritev vsebnosti peroksidov v vzorcih

Priloga A2:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v meSanicah s 50 % lanenega olja (LO) in 50 % rafiniranega
oljénega olja (OO) z dodanimi razliénimi koncentracijami THA in PK po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 4 7
LOO kontrola 3,55 10,55 123,59 293,64
LOO+THA 40 3,44 2,36 0,21 0,76
mmol/kg

LOO+THA 12 / 3,21 1,15 1,61
mmol/kg

LOO+THA 4 / 4,85 2,83 3,92
mmol/kg

LOO+PK 40 3,48 8,22 43,1 307,48
mmol/kg

LOO+PK 12 / 9,42 65,48 190,24
mmol/kg

LOO+PK 4 / 10,15 94,3 303,69
mmol/kg

*Podatki oznaceni z /: nismo izvajali meritev vsebnosti peroksidov v vzorcih
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Priloga A3: Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v lanenem olju (LO) z dodanimi razli¢nimi koncentracijami
THA in HA po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 3 5 7
LO kontrola 1,82 7,12 181,94 400,63 330,57
LO+THA 16 1,59 1,28 0,62 0,73 1,36
mmol/kg

LO+THA 4 1,68 2,35 2,13 1,84 2,46
mmol/kg

LO+THA 1 1,94 4,55 33,46 173,19 251,55
mmol/kg

LO+HA 16 1,8 2,26 3,73 39,04 114,43
mmol/kg

LO+HA 4 1,7 2,49 7,42 232,27 374,26
mmol/kg

LO+HA 1 1,8 2,77 37,67 363,67 362,09
mmol/kg

Priloga A4: Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v rafiniranem son¢niénem olju (SO) z dodanimi razliénimi
koncentracijami THA in HA po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 3 5 7
SO kontrola 2,34 9,15 32,02 53,23 66,67
SO+THA 16 3,16 2,89 2,39 1,87 2,01
mmol/kg

SO+THA 4 2,95 7,38 8,02 7,42 9,08
mmol/kg

SO+THA1 2,81 13,54 39,5 59,66 82,12
mmol/kg

SO+HA 16 2,89 3,98 10,08 26,1 43,94
mmol/kg

SO+HA 4 2,9 4,38 25,03 30,66 58,38
mmol/kg

SO+HA 1 2,72 5,59 31,85 47,68 73,04
mmol/kg

Priloga A5:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v rafiniranem sonéni¢nem olju (SO) z dodanim y-T in razli¢nimi
koncentracijami HA po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 3 5 7
SO kontrola 5,03 10,01 37,48 73,66 100,58
SO+y-T 2 4,61 5,41 30,94 58,87 92,8
mmol/kg

SO+y-T 2 4,45 4,05 14,1 27,2 64,51
mmol/kg+HA

32 mmol/kg

SO+y-T 2 4,41 4,21 20,95 37,99 78,02
mmol/kg+HA

8 mmol/kg

SO+y-T 2 5,04 4,58 24,46 65,43 92,66
mmol/kg+HA

2 mmol/kg
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Priloga A6:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v koruznem olju (KO) z dodanimi razliénimi koncentracijami
THA in HA po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 3 5 7
KO kontrola 1,41 2,15 14,54 21,05 325
KO+THA 16 1,46 1,13 1,11 0,91 0,33
mmol/kg

KO+THA 4 1,52 1,56 2,32 2,82 2,54
mmol/kg

KO+THA 1 1,35 1,88 4,22 8,09 7,33
mmol/kg

KO+HA 16 1,55 1,66 3,2 9,42 7,52
mmol/kg

KO+HA 4 2,62 1,39 4,35 15,37 10,89
mmol/kg

KO+HA 1 1,74 1,3 5,97 19,16 18,31
mmol/kg

Priloga A7: Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v modelnem lipidnem sistemu 1 (MLS 1) z dodanim a-T in
razli¢nimi koncentracijami THA po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 3 5
MLS 1 kontrola 19,18 68,17 131,65 144,78
MLS 1+0-T 0,25 18,01 19,66 86,49 139,76
mmol/kg

MLS 1+a-T 0,25 18,29 38,01 85,33 107,84
mmol/kg+THA 1

mmol/kg

MLS 1+a-T 0,25 17,85 20,87 38,94 55,03
mmol/kg+THA 4

mmol/kg

MLS 1+THA 1 18,41 55,12 105,03 104,3
mmol/kg

MLS 1+4THA 4 18,2 32,74 52,03 74,98
mmol/kg
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Priloga A8:Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v modelnem lipidnem sistemu 2 (MLS 2) z dodanim o-T, y-T,
THA in HA po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 1 3 5 7
MLS2 kontrola 20,88 78,5 158,43 146,32 133,32
MLS 2+a-T 0,25 21,99 40,07 123,92 138,19 140,8
mmol/kg

MLS 2+y-T 0,25 20,82 24,16 90,99 126,47 137,43
mmol/kg

MLS 2+HA 4 22,04 75,55 158,69 102,94 91,61
mmol/kg

MLS 2+THA 4 20,77 35,71 81,49 77,27 70,22
mmol/kg

MLS 2+a-T 0,25 22,8 44,08 138,67 133,65 125,27
mmol/kg+HA 4

mmol/kg

MLS 2+y-T 19,23 17,82 39,35 91,98 134,17
0,25mmol/kg+HA

4 mmol/kg

MLS 2+y-T 0,25 34,89 8,69 6,7 5,54 3,99
mmol/kg+THA 4

mmol/kg




Reénik A. Vpliv kislin in baz na potek oksidacije v oljih in modelnih lipidnih sistemih.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Priloga B: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v meSanicah lanenega in rafiniranega oljénega
olja

Priloga B1: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v me8anicah z 10 % lanenega olja (LO) in 90 % rafiniranega
oljénega olja (OO) z dodanimi razliénimi koncentracijami THA in PK po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 4

LOO kontrola 3,46 7,81
LOO+THA 40 mmol/kg 3,79 3,5
LOO+THA 12 mmol/kg / 3,9
LOO+THA 4 mmol/kg / 4,2
LOO+PK 40 mmol/kg 3,06 7,2
LOO+PK 12 mmol/kg / 7,47
LOO+PK 4 mmol/kg / 7,75

*Podatki oznaceni z /: nismo izvajali meritev p-AV v vzorcih

Priloga B2: Para-anizidinsko Stevilo (p-AV) v meSanicah s 50 % lanenega olja (LO) in 50 % rafiniranega

olj¢nega olja (OO) z dodanimi razlicnimi koncentracijami THA in PK po inkubaciji na 60 °C

Vzorec/Dan 0 4

LOO kontrola 2,33 55,85
LOO+THA 40 mmol/kg 2,31 2,32
LOO+THA 12 mmol/kg / 2,82
LOO+THA 4 mmol/kg / 3,55
LOO+PK 40 mmol/kg 2,7 18,61
LOO+PK 12 mmol/kg / 24,7
LOO+PK 4 mmol/kg / 39,35

*Podatki oznaceni z /: nismo izvajali meritev p-AV v vzorcih
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