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KRATICE

4-HNE — 4-hidroksinonenal

BHA — butilhidroksianisol

BHT — butilhidroksitoluen

HP-B-CD — hidroksipropil-p-ciklodekstrin

MAA — malondialdehid - acetaldehid adukti
MDA — malondialdehid

RAMEB-CD — nasumi¢no metilirani 3-ciklodekstrin
TBA — tiobarbiturna kiselina

TBARS — reaktivne specije tiobarbiturne kiseline
TBHQ - tert-butilhidrokinon

TXA; —tromboksan A,
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1. UvOoD

Tijekom proizvodnje, prerade, distribucije 1 skladiStenja, hrana podlijeze kemijskim i
mikrobioloskim promjenama. Lipidna oksidacija u mesu jedan je od glavnih razloga njegovog
propadanja. Radikali prisutni u procesu oksidacije, dovode do stvaranja aldehida odgovornih
za promjenu boje i okusa mesa. Kompleksan mehanizam oksidacije utje¢e tako ne samo na

fosfolipide membrane ve¢ 1 na same proteine mesa.

Razliciti sinteticki antioksidansi kao npr. BHA, BHT, TBHQ su ve¢ duZe vremena u upotrebi.
Njihove prednosti su efikasnost, visoka stabilnost i niska cijena. Danas se medutim sve vise
tezi pronaci prirodne antioksidanse €iji bi izvor bile razlicite biljke. Problem je Sto su takvi

antioksidansi manje efikasni, skuplji i na njihov sastav znacajno utjecu uvjeti uzgoja biljke.

Ovaj rad bavi se istrazivanjem antioksidativne aktivnosti suhog ekstrakata komine masline na
modelu mesa. Postoji nekoliko metoda kvantifikacije produkata lipidne peroksidacije, a ovdje
je koristena metoda koja mjeri koliCinu formiranog malondialdehida pomoc¢u tiobarbiturne

kiseline.

Ve¢ je dugi niz godina poznato da je maslinovo ulje vazan izvor antioksidansa u ljudskoj
prehrani. Takva svojstva se vefinom mogu pripisati oleinskoj kiselini 1 fenolnim
komponentama koje ne samo da djeluju antioksidativno ve¢ i protuupalno, antiproliferativno i
antiaterogeno (Ramos i sur., 2013). Zaboravlja se medutim da tijekom proizvodnje
maslinovog ulja, veliki udio fenolnih spojeva zaostaje u otpadnim produktima. Otpadnih
produkata nastaje mnogo, oni su Stetni za okolis budu¢i da djeluju na mikroorganizme u tlu i
vodi ali dovode i do emisije fenola i sumporovog dioksida. Zbog svega navedenog potrebno
ih je primjereno zbrinuti §to je proizvodacima maslinovog ulja dodatan troSak. Danas se tako
budi veliki interes za iskoriStavanjem potencijala bioaktivnih sastavnica otpada maslinovog

ulja, kako u prehrambenoj industriji tako i u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.



1.1 Maslina

Rod maslina (Olea) sadrzi oko 40 vrsta, no u cijeloj Europi mozZe se nac¢i samo jedna
vrsta Olea europea L. Ostale su rasprostranjene po Africi i Aziji i daleko su manjeg znacaja.
Olea europea je zimzeleni grm ili stablo koje naraste i do 10 metara visine.

Kora je na pocetku glatka, sivkasta, kasnije postane kvrgava i ispuca u tamne ljuske. Listovi
su nasuprotni, koznati, cjelovitog ruba, duguljasti, na kratkoj peteljci, na nali¢ju srebreno sivi.
Cvjetovi rastu iz pazusca listova, skupljeni su u cvatove, dvospolni su i jednodomni. Cvatnja
se odvija u travnju 1 svibnju. Plod je mesnata, jajasta koStunica, duga 1 do 3 cm i Siroka 2 cm.
Nezreli plod je zelene boje, a kasnije postaje modar, crn ili smede zelen. Dozrijeva u rujnu i

listopadu.

Maslina se uzgaja ve¢ tisu¢ama godina i to uglavnom na Sredozemlju. U Dalmaciji je to
glavna vo¢na kultura, njezinim uzgojem bavi se 45 % obitelji u priobalju 1 ¢ak 98 % obitelji
na otocima. Koriste se i plod i listovi. Listovi se beru tokom cijele godine, a plod samo kada
dozrije. List se koristi za snizavanje krvnog tlaka, Se¢era u krvi i kao diuretik, a nalazimo ga u
dodatcima prehrani, ¢ajevima i ¢ajnim mjeSavinama (wWww.plantea.com.hr). Plod se Koristi
uglavnom za dobivanje maslinovog ulja, koje je osnova mediteranske dijete. U danasnje
vrijeme takav nacin prehrane postaje sve popularniji zbog pozitivnih u¢inaka na krvne Zile,

srce i lipidni profil krvi.


http://www.plantea.com.hr/

1.2. Dobivanje maslinovog ulja i otpadnih produkata

Plod masline moze se podijeliti na tri dijela: epikarp (koza), mezokarp (pulpa) i
drvenasti endokarp koji sadrzi sjemenke. Za ekstrakciju maslinovog ulja koriste se razlicite
tehnike (Slika 1.), ali su uobicajene: tradicionalno presanje, trofazni sistem i dvofazni sistem

centrifugiranja (Nunes i sur., 2016).

Proces diskontinuiranog presanja je najstariji 1 najrasireniji, a izvodi se hidrauli¢nom presom.
Masline se prvo samelju u finu pastu koja se potom nanosi na diskove naslagane jedan iznad
drugog u presi. Nakon Sto se primjeni tlak, stvara se kompaktna Cvrsta faza, a tekuca faza
(maslinovo ulje i voda) se perkolira. Prednosti ove tehnike su jeftina oprema, jednostavan
postupak, malen utroSak vode pa tako i malena koli¢ina otpadnih voda nastalih u procesu

dobivanja ulja. Nedostatci su diskontinuitet 1 visoki troskovi radne snage.

U danasnje vrijeme tradicionalnu metodu zamijenili su trofazni i dvofazni sustavi. Oni koriste
centrifugu kako bi odvojili razliCite frakcije smjese na temelju njihove razlike u gustoci.
Trofazni sustav koristi toplu vodu u svakom koraku centrifuge i time stvara velike koli¢ine
otpadnih voda. On proizvodi tri frakcije: ¢vrsti ostatak, maslinovo ulje i otpadne vode.
Prednosti su potpuna automatizacija postupka i bolja kvaliteta maslinovog ulja, ali nedostatak
je veliki utroSak energije i vode. Kako bi se smanjio volumen dobivenih otpadnih voda 1
proizvodi dvije frakcije: maslinovo ulje i mokru pastu koja sadrzi ¢vrsti dio 1 otpadne vode.

Danas je ovaj postupak Siroko koristen u Hrvatskoj (Dermeche i sur., 2013).
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Slika 1. Glavni procesi ekstrakcije (preuzeto od: Dermeche i sur., 2013)
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1.3. Komina masline

Kada se spominje komina masline, misli se na ¢vrsti nusprodukt nastao ekstrakcijom
maslinovog ulja. Ona moZe sadrzavati koZicu, pulpu, koSticu, male koli¢ine ulja i vode. S
obzirom na vrstu ekstrakcije koja je provedena, komina masline moze ima razli¢it postotak
vlage. Tako komina dobivena tradicionalnim nafinom presanja sadrzi 20-25 % vlage, ona
dobivena trofaznim postupkom centrifugiranja 40-45 % vlage, dok ona dobivena dvofaznim
postupkom 65-75 % (Dermeche i sur., 2013).



1.3.1. Polifenoli

U fenolne se spojeve ubrajaju mnogi organski spojevi koji sadrze aromatski prsten s
jednom ili viSe supstituiranih hidroksilnih grupa i funkcionalan postranican lanac. U prirodi ih
ima raznih, od jednostavnih fenolnih kiselina, do visoko polimeriziranih spojeva kao $to su
tanini, a mogu biti i konjugirani sa Secerima, organskim kiselinama, lipidima i drugim
fenolima. Fenolni spojevi daju boju cvijeéu i plodovima, Stite biljku od UV zrafenja i
sprjecavaju oStecenje sjemenki. Ovisno o svojoj strukturi, ti spojevi manifestiraju razlicito
djelovanje. Fenolne spojeve mozemo tako podijeliti u nekoliko glavnih skupina: fenolne
kiseline i aldehidi, flavonoidi, lignani, stilbeni, tanini i lignini. U komini masline su

najzastupljenije fenolne kiseline, sekoiridoidi i flavonoidi (Dermeche i sur., 2013).

Sastav komine masline je kompleksan i varira ovisno o klimatskim prilikama, uzgoju biljke,
skladiStenju ploda i procesu ekstrakcije maslinovog ulja. Ipak, istrazivanja su pokazala kako
postoje spojevi koji su uvijek zastupljeni u ve¢im koncentracijama, neovisno o uvjetima. To
su hidroksitirosol, tirosol i oleuropein (Slika 2.). Hidroksitirosol, (3,4-dihidroksifeniletanol) je
jak antioksidans. Njegova aktivnost proizlazi iz o-difenolne strukture, koja uz pomo¢
intermolekulske vodikove veze uspjesno stabilizira radikale 1 inhibira lipidnu peroksidaciju.
Smatra se da ima vaZan utjecaj na transport kolesterola (inhibicija peroksidacije LDL
molekula) i na kardio-vaskularni sustav. Oleuropein spada u sekoiridoide. To je zapravo ester
hidroksitirosola i elenoi¢ne kiseline, na koju je vezana glukoza. On stoga posjeduje O-
difenolnu grupu koja djeluje antioksidativno, otklanjaju¢i dusikov oksid i1 hipoklornu kiselinu,
nastale djelovanjem dusik oksid sintaze i neutrofilne mijeloperoksidaze. Tijekom razvoja
ploda masline koli¢ine oleuropeina se smanjuju zbog hidrolize komponenata ve¢e molekulske
mase, ali se povecavaju zalihe hidroksitirosola, tako da antioksidativna aktivnost ostaje
jednaka. Sastavnice kojih ima u manjem postotku su vanili¢na kiselina, verbaskoid, rutin,

kafei¢na kiselina, luteolin-4-glukozid, 11-metil oleozid, luteolin-7-rutinozid, oleozid.

Postotak komponenti se uvelike razlikuje s obzirom na proces ekstrakcije. Tako otpadne vode,
nastale trofaznim procesom centrifugiranja, sadrze samo u vodi topljive supstance — Secere,
fenolne spojeve, polialkohole i pektine. Od fenolnih sastavnica u otpadnim vodama,
najzastupljeniji su tirosol, hidroksitirosol i oleuropein (Nunes i sur., 2016; Araujo i sur., 2015;
Cioffi i sur., 2010; Aldini i sur., 2006).
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Slika 2. Kemijske strukture glavnih fenolnih spojeva komine masline

(preuzeto od: Dermeche i sur., 2013)



1.4. Lipidna peroksidacija

Lipidnu peroksidaciju moze se opisati kao proces u kojem oksidansi (slobodni radikali
ili neradikalni spojevi) napadaju lipide koji sadrze dvostruku C-C vezu. Glavne mete su
glikolipidi, fosfolipidi i kolesterol. Lipidi se takoder mogu oksidirati enzimatski pomocu
lipooksigenaze, ciklooksigenaze i citokroma P450. Za neenzimatsku oksidaciju uglavnom su
odgovorni hidroksilni radikal (HO-) i hidroperoksilni radikal (HO- ). Hidroksilni radikal
(HO-) je mala, u vodi topljiva, kratko zivuca molekula koja u stanici nastaje u uvjetima stresa.
Smatra se da nastaje redoks reakcijama — Fentonovom i Haber — Weissovom reakcijom (Slika
3.). Protonirani hidroperoksilni radikal (HO- ») tvori vodikov peroksid (H20>) koji u reakciji s

prijelaznim metalima moZe takoder dati hidroksilni radikal (HO-).

Haber-Weiss reaction

0, 0,
HD.E hlJI[n—Il },-]”

H+'_"yi
H,0, U » *OH + H,0

Fenton reaction

Slika 3. Nastajanje hidroksilnog (HO") i hidroperoksilnog radikala (HO" ;)
(preuzeto od: Ayala i sur., 2014)

Proces lipidne peroksidacije sastoji se od tri koraka: inicijacije, propagacije i terminacije
(Slika 4.). U koraku inicijacije prooksidans kao $to je hidroksilni radikal, napada dvostruku
vezu lipida, izvlaéi iz nje vodik i tvori lipidni radikal (L-). Kod faze propagacije, lipidni
radikal (L-) brzo reagira s kisikom formirajuéi lipidni peroksi radikal (LOO-). Lipidni peroksi
radikal dalje napada novu lipidnu molekulu i tvori lipidni radikal (L-) i lipidni hidroperoksid
(LOOH). Na taj naCin se odrzava lancana reakcija. U reakciji terminacije sudjeluje
antioksidans koji donira vodikov atom lipidnom peroksi radikalu (LOO-). Pri tom nastaje
odgovaraju¢i radikal antioksidansa koji s drugim radikalom tvori neradikalne produkte (Ayala
i sur., 2014). Kao odgovor na peroksidaciju membranskih lipida, stanica moze pokrenuti
reakcije za prezivljavanjem ili inducirati stani¢nu smrt, ovisno u kakvim se metabolickim

uvjetima nalazi.
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Slika 4. Proces lipidne peroksidacije (preuzeto od: Ayala i sur., 2014)

1.4.1. Produkti lipidne peroksidacije

Tijekom lipidne peroksidacije nastaju brojni produkti koje se u grubo moze podijeliti na
primarne i sekundarne. Glavni primarni produkti su lipidni hidroperoksidi (LOOH) koji
nastaju tijekom faze propagacije. Oni se mogu vezati za brojne lipidne strukture kao §to su
trigliceridi, slobodne masne kiseline, fosfolipidi i steroli. Sudjeluju u reakcijama redukcije
koje dovode ili do inhibicije oksidativnog oSteCenja ili do indukcije. Ako se prilikom
redukcije primaju dva elektrona, dolazi do inhibicije peroksidacije, u suprotnom, primajuci
samo jedan elektron, oni nastavljaju korak propagacije. Kao glavni sekundarni produkti
navode se malondialdehid (MDA), propanal, heksanal i 4-hidroksinonenal (4-HNE).

.....

(Ayalaisur., 2014).

1.4.2. Malondialdehid

MDA je zavr$ni produkt enzimatske ili neenzimatske razgradnje arahidonske kiseline i
vecih polinezasi¢enih masnih kiselina. Kod enzimatskog procesa biosinteze tromboksana A,
(TXA2), MDA nastaje kao nusprodukt. TXA; je bioloski aktivni metabolit arahidonske

kiseline, a nastaje iz prostaglandina H, djelovanjem tromboksan A; sintaze.



Neenzimatski nacin stvaranja MDA je slabo razjasnjen. Smatra se da tijekom lipidne

peroksidacije peroksi radikali sa cis-dvostrukom vezom u homoalilnom polozaju mogu

ciklizirati pri ¢emu nastaje novi ciklicki radikal. On moze dalje ciklizirati i davati biciklicke

endoperokside, strukturno slicne prostaglandinima. Njihovim cijepanjem nastaje MDA.

Arahidonska kiselina je glavni prekursor biciklickih endoperoksida koji onda dalje podlijezu

reakcijama razgradnje pri ¢emu se oslobada MDA (Slika 5.). Ako se ve¢ jednom formirani

MDA enzimatski ne metabolizira, on ¢e tvoriti adukte s proteinima i DNA, oste¢ujuéi tkiva i

stanice. Metabolizam MDA ukljucuje oksidaciju mitohondrijskom aldehid dehidrogenazom

uz dekarboksilaciju pri ¢emu nastaje acetaldehid. On se dalje oksidira do acetata, pa do CO2 i
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Slika 5. Nastanak i metabolizam MDA (preuzeto od: Ayala i sur., 2014)



MDA je bifunkcionalni elektrofilni aldehid, ¢ija bioaktivnost ovisi o pH. Pri fizioloSkom pH,
on se nalazi u obliku enolatnog iona (konjugirana baza s negativnim nabojem na kisiku) i
slabo je reaktivan (Slika 6.). Smanjenjem pH, reaktivnost mu raste i on prelazi u beta-
hidroksiakrolein. Zbog elektrofilne naravi MDA se jako veze za nukleofile kao §to su bazicne
aminokiseline. Reakcija izmedu MDA i slobodne aminokiseline ili proteina daje Schiffove
baze (R,C=NR'). Takvi adukti se zovu joS§ i krajnjim produktima uznapredovale lipidne
peroksidacije. Acetaldehid (produkt metabolizma MDA), u uvjetima stresa i uz prisutnost
MDA, moze proizvesti visoko imunogene malondialdehid acetaldehid adukte (MAA). Svi ovi
adukti mogu uzrokovati unakrsno povezivanje proteina/DNA te tako dovesti do oSteCenja
funkcije biomolekula 1 njihove akumulacije tijekom starenja 1 kroni¢nih bolesti. Takoder se
pokazalo da MDA moze reagirati i sa nekoliko nukleozida tvore¢i adukte. Ako ne dode do
popravka DNA, adukti MDA-DNA mogu dovesti do mutacija, pucanja lanca, zaustavljanja

stani¢nog ciklusa 1 indukcije apoptoze (Ayala 1 sur., 2014).

0
] oHy
C H 0 0
H” ~Nc~ H* H\ J,H H* i I (pH=3)
- (pHz7) O C—CH, — ¢ o Sty
H” ~o- 07 N i
H

Slika 6. Strukturne promjene MDA u ovisnosti o promjeni pH

(preuzeto od: Fernandez i sur., 1997)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Maslinovo ulje je vrijedan izvor antioksidansa. Njegova proizvodnja raste iz dana u dan,
a s njom i koli¢ine otpadnih produkata. Komina masline i otpadne vode su bogate fenolnim
spojevima koji imaju blagotvoran ucinak na ljudsko zdravlje, ali Stetan ucinak na okoli§ ako

se neispravno odlazu.

Obzirom da su nusprodukti ekstrakcije maslinovog ulja bogati potentnim antioksidansima, cilj
ovog rada je istraziti mogucnosti koriStenja ekstrakata komine masline kao antioksidansa u
prehrambenoj industriji. Naime sintetski antioksidansi, kao $§to su butil-hidroksi anisol (BHA)
i butilhidroksitoluen (BHT), se povezuju s dugoro¢no Stetnim ucincima na zdravlje
(mutagenost, kancerogenost) pa se intenzivno istrazuju mogucnosti njihove zamjene

sigurnijim, prirodnim spojevima.

Kako antioksidacijska uc¢inkovitost nekog spoja znacajno ovisi 0 matriksu namirnice, izrazito
je vazno istraZivati njegovu mogucnost primjene u modelima hrane koji svojim
karakteristikama Sto viSe nalikuju kompleksnom matriksu prave namirnice. U okviru ovog
istrazivanja antioksidacijski potencijal ekstrakata komine masline izrazen je na modelu mesa,
a metoda koja je koriStena za odredivanje u¢inkovitosti ekstrakata komine kao antioksidansa
jest tiobarbiturni (TBA) test. Metoda rada je optimira kako bi bila pogodna za istrazivanje
ekstrakata komine masline. Usporedene su aktivnosti razli¢itih ekstrakata kako bi se utvrdilo
da 1i naCin pripreme ekstrakta utjeCe na antioksidacijsku aktivnost. Odredeni su i djelatni

koncentracijski rasponi te usporedeni s onima BHA, koja se u te svrhe standardno koristi.

Dobiveni rezultati doprinijet ¢e trenutnim saznanjima o moguénostima koriStenja ekstrakta
komine masline kao antioksidansa u hrani, $to je vazno i s aspekta poboljSanja sigurnosti
hrane i s aspekta rjesavanja ekoloskih problema vezanih uz neadekvatno odlaganje velikih

koli¢ina komine u okolis.
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3.

MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Etanol, p.a., 96 %, Kemika d.o.o0, kataloski br.: 1170

Lauril sulfat, Sigma-Aldrich, kataloski br.: L-5750

2-Tiobarbiturna kiselina, >98 %, Sigma-Aldrich, kataloski br.: T550-0

Octena kiselina, p.a., 99.5 %, Kemika d.o.o, kataloski br.: 1500301

n-Butanol, p.a., Lach-Ner, kataloski br.: 30079

Hidroksipropilirani derivat p-ciklodekstrina (HP-B-CD): Wacker Chemie
GMBH, kataloski br.: 0110193

Nasumi¢no metilirani derivat B-ciklodekstrina (RAMEB-CD): Wacker Chemie
GMBH, Lot — No0.:3292

MDA-tetrabutilamonijeva sol, Sigma-Aldrich, kataloski br.: 63287

Komina masline, jesen/zima 2017.

MijeSano mljeveno meso, 850 g, PIK Vrbovec

Proc¢iséena voda

3.1.2. Instrumenti i oprema

Analiticka vaga, Mettler Toledo AB265S

Laboratorijska pe¢, Over industrijska elektronika

Termostatirana kupelj s muckalicom, Gesellschaft fiir Labortechnik, tip 1086
Termostat, INKO

Soxhlet aparatura, INKO SK6ESS + Petroleum ether, Carlo Erba reagents
V7L559307L

Metalna sita, Priifsicb DIN 4188

Biichi Vacuum controller V-800

Biichi Heating bath B-490

Vakuum pumpa, Biichi Vac V-500
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e Zamrzivac, Zanussi

e Liofilizator, Christ Alpha 1-4 LOC-1 + mast za pomas¢ivanje, Vacuum grease,

Sigma Aldrich 18405

e Vakuum pumpa, Leybold Trivac D 2,5 E + ulje za pumpu, Leybonol LVO 100

e Plamenik, Poligas OMM

e Vortex mijesalica, Mixer UZUSIO, tip VTY-3000L

« Stoperica, Oregon scientific, model NO.TR118

e Centrifuga, Centric 322A, Tehtnica

e UV-Vis spektrofotometar, Photometer MA 9510, Iskra

3.1.3. Uzorci komine masline

Komina masline, koja je koriStena u ovom radu, dobivena je dvofaznim postupkom

centrifugiranja u nekoliko hrvatskih uljara. Prikupljena je u jesen 2017. godine. Svjeza

komina brzo je zamrznuta na - 20 °C kako bi se onemogucilo raspadanje aktivnih sastavnica,

bitnih za ovo istrazivanje. Slijedilo je prebacivanje komine u Petrijeve zdjelice 1 suSenje na 60

°C, 24 h kako bi se uklonila preostala voda. Usitnjavanje je provedeno u tarioniku i pomocu

mlina, nakon ¢ega je komina prosijana kroz sito veli¢ine pora 0,8 um, da se uklone kostice 1

homogenizira uzorak. Sljedeci cilj je bio ukloniti uljnu komponentu uzorka koja je ometala

daljnju analizu. To je postignuto Soxhlet uredajem za odmascivanje (2 h/ ~ 5 grama uzorka /

petroleter). Ovim postupcima (Slika 7.) dobiven je sitan, sivkasto-smedi prah.

Komina masline
uzeta iz dvofaznog
mlina nakon
proizvodnje
maslinovog ulja

Svjeza komina
smrznuta
unutar nekoliko
sati na -20 °C

Odmasc¢ivanje
pomocu Soxhlet
uredaja (2 h/~
5 grama uzorka

/ petroleter)

Usitnjavanje u
tarioniku i mlincu
I prosijavanje kroz

sito ¢ 0,8 pm

SuSenje u
termostatu (24 h/
60 °C) na velikim

Petrijevim

zdjelama

Komina
koriStena za
pripremu
polifenolnog
ekstrakta

Slika 7. Priprema uzorka komine masline

13



3.1.4. Priprema ekstrakata komine masline

Kako bi se dobio polifenolni ekstrakt, prah komine je potrebno ekstrahirati s 60 %-tnim
etanolom, u vodenoj kupelji (2 h / 70 °C / 110 rpm). Postupak je raden s tri uzorka u
Erlenmeyerovim tikvicama od 1000 ml. Prvi uzorak je bio nativni pa je u tikvicu vagano
samo 10 g cCiste komine, drugi uzorak je sadrzavao 10 g komine i 4 g hidroksipropil f3-
ciklodekstrina (HP-B-CD), dok je treé¢i sadrzavao 10 g komine i 4 g nasumic¢no metiliranog [3-
ciklodekstrina (RAMEB-CD). U svaku od Erlenmeyerovih tikvica je dodano 500 ml 60 %-
tnog etanola i ostavljeno da se ekstrahira u vodenoj kupelji 2 h pri 70 °C. Masena
koncentracija komine u ekstraktima je iznosila 20 g/L, dok je ona ekscipijensa bila 8 g/L
(Tablical.). Ekstrakti su zatim filtrirani preko naboranog filter papira uz ispiranje
pro¢is¢enom vodom. Od svake tikvice je dobiveno 500 ml filtriranog ekstrakta, koji je
podijeljen u tri tikvice okruglog dna od 250 ml (u svaku je iSlo priblizno 166,7 ml ekstrakta).
Sve tikvice se upariavalo rotavaporom (50 °C / ~ 60 mbar) kako bi se uklonio etanol. On
onemogucuje sljedeci korak pripreme uzorka, a to je liofilizacija, suSenje uzorka smrzavanjem
na -20 °C (Miao 1 sur., 2017). Po susSenju uzoraka dobivene su sljede¢e masene koncentracije:

50 g/L za suhi nativni ekstrakt komine i 90 g/L za suhe ekstrakte komine s ciklodekstrinima.

Tablica 1. Izrada ekstrakta komine masline

Volumen
Oznaka Odvaga o Odvaga .
] Ekscipijens o ekstrakcijskog
uzorka komine/g ekscipijensal/g
sredstva/mL
nativni 10,001 / 500

hidroksipropil-p-
HP-B 9,994 _ ) 3,999 500
ciklodekstrin

nasumicno metilirani -
RAMEB ; 10,001 ] ) 3,994 500
ciklodekstrin

nasumicno metilirani -
RAMEB., 10,004 _ _ 4,004 500
ciklodekstrin
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3.1.4.1. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini su cikli¢ki oligosaharidi koji se sastoje od Sest (a-ciklodekstrin), sedam
(B-ciklodekstrin) i osam (y-ciklodekstrin) ili vise glukopiranoznih jedinica povezanih a-(1,4)
vezom. Osnovni ciklodekstrini se mogu derivatizirati i to uglavnom aminacijom,
esterifikacijom i eterifikacijom primarnih i sekundarnih hidroksilnih grupa. Ovisno o
supstituentu koji je dodan, mijenjaju se fizikalno-kemijska svojstva ciklodekstrina. Glavna
osobina ciklodekstrina, iz koje proizlaze 1 ostale, jest sposobnost formiranja krnjeg stoSca u
prostoru. Hidroksilne grupe su pri tom okrenute prema van, dok unutraSnjost ¢ini hidrofoban
kostur glukopiranoznih jedinica (Slika 8.). Zbog navedenog mogu stvarati inkluzijske
komplekse s raznolikim molekulama bilo da je rije¢ o Cvrstim tvarima, tekucinama ili
plinovima. U inkluzijskim kompleksima, strana molekula ulazi u centralnu Supljinu
ciklodekstrina pri ¢emu ne dolazi do pucanja ili stvaranja novih kovalentnih veza. Glavna sila
koja pokrece formaciju kompleksa jest oslobadanje entalpijom bogatih molekula vode iz
Supljine. Molekule vode zamjenjuje hidrofobnija molekula koja sada s ciklodekstrinom tvori
stabilan kompleks, niZze energije. Nastajanje kompleksa ovisi o dva faktora. Prvi je stericki
faktor , tj. dobar inkluzijski kompleks nastaje ako je centralna Supljina ciklodekstrina
dovoljno velika da moze primiti odredenu molekulu. Drugi faktor su termodinamicke reakcije

izmedu komponenti sustava (ciklodekstrin, molekula koja se uklapa 1 otapalo).

- glukopiranozne jedinice
(]
. v ey 3
O
]lll’! oH . ) =
n '/_‘:'7 hidrofobna jezgra — 4
oH

wal L
hidrofilna vanjstina

Slika 8. Prikaz grade ciklodekstrina (preuzeto s www.okklo.com)
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Inkluzija strane molekule u ciklodekstrin dovodi promjene njenih fizikalno-kemijskih
svojstava. Na takav na¢in mogu se poboljsati topljivost molekule, stabilnost, fizicka izolacija,
kromatografska separacija, ali 1 oslobadanje ako je rije¢ o djelatnoj tvari bitnoj u

farmaceutskoj industriji (Del Valle, 2014).

Ciklodekstrini koji su koristeni u ovom radu (HP-p i RAMEB), izabrani su na temelju
prethodnih spoznaja o njihovom djelovanju u doticaju s kominom (Albahari i sur., 2018).

3.2. Test s tiobarbiturnom kiselinom (TBA test)

MDA se ve¢ dugi niz godina koristi kao biomarker lipidne peroksidacije zbog lake
reakcije s tiobarbiturnom kiselinom. TBA test se prvotno najviSe koristio u kemiji prehrane
kako bi se pratila autooksidativna degradacija masti i ulja u prehrambenim proizvodima.
Tijekom reakcije dolazi do kondenzacije dvije molekule TBA s jednom molekulom MDA uz
izdvajanje H,O (Slika 9.). Enolni oblik MDA pri tom napada metilnu skupinu TBA i nastaje
jarko crveni, fluorescentni adukt. Mjerenjem UV-Vis spektrofotometrije adukta, dobivaju se
dva maksimuma apsorbancije. Prvi se nalazi na valnoj duljini od 532-535 nm dok se drugi
nalazi na 245-305 nm. Intenzitet obojenja reakcijske smjese je mjera koncentracije nastalog
MDA, odnosno lipidne peroksidacije, ali je ujedno i mjera naruSenosti organoleptickih
svojstava oksidiranog prehrambenog proizvoda (osobito mesnog). Brzina reakcije TBA s
MDA ovisi o koncentraciji TBA u reakcijskoj otopini, o temperaturi i o pH. Povec¢anjem
koncentracije TBA, kuhanjem 60 min i odrzavanjem pH na 3, skracuje se vrijeme potrebno da
TBA 1 MDA izreagiraju. Kiseli medij i kuhanje su potrebni ne samo zbog brze reakcije, vec i
zbog oslobadanja MDA iz svog vezanog oblika (adukti s proteinima, aminokiselinama). Pri
tom se moze nastetiti stabilnost MDA-TBA kompleksa i uzrokovati probleme toc¢ne

kvantifikacije MDA.

HS 2N~ OH S5 N OH HO._- N~ SH
) Y E + B on 7Y Hemo I i
H_-‘\\]/ H Hr 2 “H_ — “-\\ E,H—EH:CH . W - EHEG
OH OH HO

MDA
MDA-TBA ADUKT

TBA .
crveni pigment

Slika 9. Mehanizam testa s tiobarbiturnom kiselinom

(preuzeto od: Fernandez i sur., 1997)
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Tesko je utvrditi optimalne uvjete za odredivanje MDA, stoga postoji viSe vrsta TBA testa. U
njih se ubrajaju: metoda direktne reakcije na cijelom uzorku, destilacijska metoda,
ekstrakcijska metoda, lipidni ekstrakcijski postupak i spektrofluorimetrijska metoda
(Fernandez i sur., 1997). U ovom radu je koriStena metoda direktne reakcije na cijelom
uzorku. Ona obuhvaca: zagrijavanje uzorka mesa s TBA otopinom u kiselom mediju i
ekstrakciju crvenog pigmenta n-butanolom. Metoda je kvantitativna, ali dugotrajna i zbog
koraka zagrijavanja i ekstrakcije uzrokuje dodatnu oksidaciju uzorka. Opcéenito problem TBA
testa je nespecificnost jer tiobarbiturna kiselina reagira s drugim spojevima (TBARS — TBA
reaktivni spojevi) kao $to su na primjer Seceri, amino kiseline, urea, biliverdin, glioksal,
aldehidi. Oni mogu tvoriti komplekse koji ¢e apsorbirati na 530-535 nm, istoj valnoj duljini
kao i MDA-TBA kompleks. Kako bi se razlikovalo MDA od ostalih komponenti koriste se
jos 1 GC 1 HPLC metode. Glavno ograni¢enje ove metode je ¢injenica da su MDA 1 drugi
produkti lipidne peroksidacije, nestabilne, kratko zivuée molekule koje se raspadaju na

alkohole 1 kiseline . Njih je pak nemoguce odrediti reakcijom s TBA.

3.3. Optimizacija metode mjerenja antioksidativne aktivnosti u modelu mesa

Originalni protokol preuzet je iz radova Fasseasa i suradnika (2007) i Wonga i
suradnika (1995). Prema originalnoj proceduri kao model mesa koriSteno je mljeveno meso,
kojeg je prethodno potrebno ocistiti od vidljivih dijelova masti i dodatno homogenizirati kako
bi se dobila pasta jednoli¢nog sastava. Vagano je 50 mg mesa u Falcon kivete od 50 ml,
nakon cega je dio uzoraka termicki obraden (85 °C/ 60 minuta), dok je drugi dio ostao sirov.
Za svaki uvjet (termiCka obrada, sirovo meso) uzorci su vagani u triplikatu. Nakon termicke
obrade svim uzorcima je dodano: 1 ml proc¢is¢ene vode, 1.5 ml 20 % octene kiseline i 1.5 ml
0.8 % TBA otopljene u 1.1 % SDS-u (pH reakcijske smjese treba biti 2). Sve je vorteksirano i
zagrijavano na 100 °C jedan sat. Nakon hladenja reakcijskoj smjesi je dodano 5 ml n-
butanola. Zatim je vorteksirana trideset sekundi i centrifugirana na 2500 rpm, tri minute.
Gornji sloj (butanol) koriSten je za spektrofotometrijsko odredivanje TBA-reaktivnih

produkata na 532 nm.
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Tijekom optimizacije metode povecana je koli¢ina mesa u reakcijskoj smjesi na 100 mg.
Kako bi tijekom zagrijavanja raspodjela temperature u matriksu mesa bila jednolika, meso je
suspendirano u 300 pl deionizirane vode i tek onda podvrgnuto termi¢koj obradi. Da bi se
intenzivirali oksidacijski procese i osigurao nastanak dovoljno jakog obojenja, termiCka
obrada pri 85 °C produzena je sa 60 na 120 minuta. Nakon termicke obrade svim uzorcima je
dodano: 1 ml procis¢ene vode, 1.5 ml 20 % octene kiseline i 1.5 ml 0.8 % TBA otopljene u
1.1 % SDS-u. Tiobarbiturnu Kiselinu (TBA) je bilo potrebno pripremati svjezu, u suprotnom
je dolazilo do njenog talozenja 1 zamucenja otopine. ZavrSni korak ekstrakcije osobito je
osjetljiv jer vrlo lako dolazi do mijeSanja butanolnog sloja, koji sadrzi reaktivne TBA
produkte, s donjim vodenim slojem. To rezultira zamucenjem mjerne otopine. Stoga su dva
po dva uzorka centrifugirana na 4000 g, 5 minuta. Alikvot butanolnog sloja je koriSten za
spektrofotometrijsko mjerenje neposredno nakon centrifugiranja. Obzirom da je maksimum
apsorbancije odreden na 540 nm, spektrofotometrijsko odredivanje TBA reaktivnih produkata

provedeno je upravo na toj valnoj duljini.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Kalibracijska krivulja MDA

U svrhu izrade Kkalibracijske krivulje pripremljene su standardne otopine
malondialdehida (MDA) koncentracija 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 uM. Koncentracije su
dobivene otapanjem odgovaraju¢eg volumena stock otopine standarda (c=3035 puM) u
procis¢enoj vodi, octenoj kiselini i TBA (Tablica 2.). Za standard je koriStena malondialdehid
(MDA)-tetrabutilamonijeva sol jer MDA nije stabilan kao takav, no kvantitativno se oslobada

kad je sol pomijeSana s kiselinom. Primjer izracuna razrjedenja:

V(stockmpa + prociséena voda) = 300 pl

V (ukupni) =300 ul+ 1 ml+ 1.5 ml+ 1.5 ml = 4.3 ml
c(stockmpa) = 3035 uM

c(konacno) = 0.5 uM

c(stockmpa) * V(stockmpa) = c(kona¢no) * V (ukupni)

3035 uM * 4.3 ml

V(StOCkMDA) = 0.5 1M

=0.708 pl

V(procis¢ena voda) = 300 pul — 0.708 pul =299.29 ul

U svaku od Falcon kiveta (15 ml) dodano je 300 pL stock otopine 1 proc¢is¢ene vode, a potom
1 ml prociS¢ene vode, 1.5 ml 20 % octene kiseline 1 1.5 ml 0.8 % TBA otopljene u 1.1 %
SDS-u. Nakon vorteksiranja, sve kivete su zagrijane u vodenoj kupelji (100 °C/1 h). Po
zavrSetku reakcije, mjerena je apsorbancija standardnih otopina na UV-Vis spektrofotometru
pri 540 nm. Radena su dva mjerenja pomocu kojih je dobivena prosje¢na apsorbancija
(aritmeticka sredina dvaju mjerenja) prikazana u tablici 2. UvrStavanjem rezultata dobivena je
linearna ovisnost apsorbancije o koncentraciji MDA s zadovoljavaju¢im koeficijentom
korelacije (R* = 0,999).
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Tablica 2. Podaci za izradu kalibracijske krivulje MDA

V(3035uM stock V(prociséene
c¢(MDA)/ um otopine)/pL vode)/uL v(MDA)/ mgL*
0 0 300 0 0,00415
0,5 0,708 299,29 0,03603 0,0085
1 1,415 298,59 0,07206 0,0128
2,5 3,538 296,46 0,18015 0,02435
5 7,075 292,93 0,3603 0,04205
10 14,15 285,85 0,7206 0,07865
15 21,25 278,75 1,0809 0,1116
20 28,30 271,66 1,4412 0,1437
0,16
0,14
0,12
0,1
E 0,08 y =0,0971x + 0,006
0,06 R%=0,999
0,04
0,02
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

y MDA (mg/L)

Grafikon 1. Kalibracijska krivulja MDA

Kalibracijska krivulja (Grafikon 1.) sluzi kako bi se zakljuéilo koliko je MDA nastalo u
uzorcima mesa prilikom peroksidacije. Izmjerene apsorbancije ekstrakata komine (TBA-
MDA adukti) uvrStene su u jednadzbu pravca kalibracijske krivulje MDA 1 dobivene su
koncentracije nastalog MDA. Tako da su rezultati antioksidativne aktivnosti izrazeni u

ekvivalentima nastalog MDA po gramu mesa.
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4.2. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata komine i BHA

4.2.1. Priprema uzoraka za mjerenje

Stock otopina antioksidansa dobivena je otapanjem 100 mg ekstrakta komine masline s
dodatkom ciklodekstrina (bilo da je rije¢ o HP-B ili RAMEB-CD) u 5 ml procis¢ene vode.
Dok je stock otopina nativnog uzorka dobivena otapanjem 25 mg ekstrakta komine u 5 mi
procCis¢ene vode. Stock otopine su dalje razrijedene procis¢enom vodom prema shemi
prikazanoj u tablici 3., kako bi se dobile 0.5, 1, 2 i 3 %-tne otopine uzorka. Postotak je

izracunat kao masa uzorka u odnosu na masu mesa u reakcijskoj smjesi.

Primjer izracuna:

Cstock otopina (komina +CD) = % = EEO% =20 mg/mL

0.5 % otopina = 0.5 mg u 300 uL = ¢ (0.5 %-tne ot.) = ?)53’:5 =1.667 mg/mL

Cstock otopineVstock otopine = Ckonaénavkonaéni

20 mg/ml_ * Vstock otopine = 1.67 mg/ml_ * 0.3 mL
Vstock otopine = 0.025 mL = 25 pL

Vprogiscene vode = 300 pL — 25 L = 275 pL, isti racun vrijedi i za ostale koncentracije otopina

Istrazivanje je provedeno prema prethodno optimiziranom protokolu navedenom u poglavlju
3.2. Radilo se u dvije paralele, a za svaki od uzoraka pripremljena je i slijepa proba
(indikatorska otopina bez mesa) kako bi se iskljucile interferencije. U uzorke sa sirovim
mesom (S) nije dodan antioksidans 1 za njih je ocekivano da ¢e imati najniZi stupanj
oksidacije. Termicki obradeni uzorci bez dodatka antioksidansa (T), su koriSteni kao
negativna kontrola (imali su najveéi stupanj oksidacije). U ostale uzorke mesa dodan je

antioksidans u rastu¢im koncentracijama.
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Tablica 3. Shema pripreme uzoraka s ekstraktima komine

Oznaka uzorka

SP

HOASI ROASI NOAS

SPos

Hi/ Ry/ N;

SP;

Ha/ Ro/ N,

SP;

Hs/ Ra/ N3

SP;

Sirovo meso

termicCki obradeno meso
bez dodatka ekstrakta

komine

slijepa probazaSi T

uzorke

termic¢ki obradeno meso
s dodatkom 0.5 %
ekstrakta

slijepa proba za 0.5 %-
tne uzorke

termicki obradeno meso
s dodatkom 1 %
ekstrakta

slijepa proba za 1%-tne

uzorke

termicki obradeno meso
s dodatkom 2 %
ekstrakta

slijepa proba za 2 %-tne

uzorke

termicCki obradeno meso
s dodatkom 3 %
ekstrakta

slijepa proba za 3 %-tne

uzorke

V(stock otopina
ekstrakta)/pL

25

25

50

50

100

100

150

150

V(prociséena
voda)/uLL

300

300

300

275

275

250

250

200

200

150

150

m(meso)/mg

100

100

100

100

100

100
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Pripremljena je stock otopina butil-hidroksianisola (BHA) koncentracije 0,05 mg/mL. Nju je
potrebno dodatno razrijediti proc¢is¢enom vodom kako bi se dobile 0.000625, 0.00125, 0.005,
0.01 %-tne otopine (postotak izrazen na masu mesa u reakcijskoj smjesi). ViSestruka
razrjedenja su potrebna jer je BHA sintetski antioksidans jake aktivnosti (Tablica 4.). Za sve

uzorke je koristena jedna slijepa proba.

Tablica 4. Shema pripreme uzoraka s BHA

Oznaka uzorka V(stock otopina V(procis¢ena m(meso)/mg
BHA)/pL voda)/uL.
S Sirovo meso 0 300 100
T termicki obradeno meso 0 300 100

bez dodatka BHA

SP slijepa proba za sve 0 300 0

uzorke

Bo.00os25 termicki obradeno meso 12 288 100
s dodatkom 0.000625 %
BHA

Bo.oos termicki obradeno meso 99 201 100
s dodatkom 0.005 %
BHA

Bo.oz termicki obradeno meso 198 102 100
s dodatkom 0.01 % BHA
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4.2.2. Obrada rezultata mjerenja

Nakon provedenog mjerenja uzoraka, dobivene su i odgovarajuée vrijednosti
apsorbancije. Od izmjerene apsorbancije je oduzeta apsorbancija slijepe probe kako bi se

dobio realan podatak bez utjecaja onecis¢enja, prema formuli:
A (uzorka) = A (izmjerena) — A (slijepe probe)

Apsorbancija uzorka je zatim uvrstena u jednadzbu pravca MDA kako bi se antioksidativna

aktivnost izrazila u koncentraciji nastalog MDA. Prema grafikonu 1. slijedi da je :

_ A—0.006
YMDA = 35077

Koli¢ina nastalog MDA u mg je podijeljena s masom kori$tenog mesa (100 mg) i pomnozena
s 1000 kako bi se dobili miligrami nastalog MDA po gramu mesa. Rezultati su izraZeni kao
aritmetiCke sredine paralelnih mjerenja + standardna devijacija. Pomocu njih su izradeni

stupcasti grafikoni nastalog MDA u svakom od uzoraka.

Izracun se radio prema sljede¢im formulama (www.enciklopedija.hr):

e Aritmeticka sredina 2> x :% >rqx; , srednja vrijednost koja se dobiva zbrajanjem
vrijednosti mjerenja 1 dijeljenjem zbroja s brojem mjerenja. Posto je mjerenje radeno u
dvije paralele za svaki uzorak onda je u brojnik iSao zbroj dvaju rezultata mjerenja, a u

nazivnik broj 2.

e Standardna devijacija > ¢ = \/% i (x = E)Z, prosjecno srednje kvadratno odstupanje

rezultata mjerenja Xi, Xo, ..., xn 0d njihove aritmeticke sredine x, gdje je n broj

mjerenja.

e Relativna standardna devijacija - V = 100 , omjer standardne devijacije i

RllQ

aritmeticke sredine (x) pomnozen sa 100.

Postotak smanjenja peroksidacije dobiven je oduzimanjem koli¢ine nastalog MDA po 1 g

mesa uzorka od onog negativne probe (T) i dijeljenjem s njim:

Ani : e MDA po 1 T)— MDA po 1 k
%-ak smanjenja peroksidacije = 24MP4po 1g mesa (T)—mg MDA po 19 mesa (uzorka) 1 oy

mg MDA po 1g mesa (T)
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IzraCunata je i masa ekstrakta dodana po gramu mesa:
'Y =% 9 m(ekstrakta) = 'Y stock otopine *Vstock otopine na 100 mg mesa 9

m(ekstrakta) = v stock otopine *Vstock otopine *10 Na 1 g mesa

Sve ovo je radeno kako bi se mogao dobiti graf ovisnosti postotka smanjenja peroksidacije o
masi ekstrakta u mesu. Graf daje linearnu ovisnost pa je moguée izracunati koncentraciju pri
kojoj dolazi do 50 %-tnog smanjenja peroksidacije (ECsp). Na temelju nje je usporedivana
efikasnost uzoraka.

4.2.3. Rezultati antioksidativne aktivnosti ekstrakata komine

Rezultati mjerenja prikazani su grafovima ovisnosti postotka smanjenja peroksidacije o
koli¢ini antioksidansa u mesu 1 grafovima nastalog MDA po gramu mesa u svakom od
uzoraka = SD. Uzorci koji su sadrzavali ekstrakt komine 1 HP-B-CD oznaCeni su zutom
bojom. Uzorci s ekstraktom komine i RAMEB-CD su naznaceni naran¢astom bojom, nativni

uzorak je obojan zeleno, dok je uzorak BHA prikazan plavom bojom.

14,0

12,0
10,0

8,0

6,0 I
4,0 I
2,0
0,0

mg MDA / g mesa

S T HO,5 H1 H2 H3

Oznaka uzorka

Grafikon 2. Antioksidativna ucinkovitost uzorka s HP-8-CD
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Iz grafikona 2. je vidljivo da uzorak komine masline s HP-B-CD smanjuje oksidacijske
procese. Kako su njegove koncentracije vece tako je koli¢ina nastalog MDA manja. Doduse
uzorak Hogs, s najmanjom koncentracijom ekstrakta komine, gotovo da i nema antioksidativan
uc¢inak. Vrijednosti nastalog MDA su kod njega jednake onima negativne kontrole (T). Svi
ostali uzorci pokazuju dobru antioksidativnu aktivnost. Metoda mjerenja medutim nema bas
dobru ponovljivost $to se da zakljuciti iz vecih vrijednosti standarnih devijacija za pojedine

uzorke.

Q

5 35

S 30

wv

a§ 25

o 20

o

© 15

3 10 y=0,971x-0,6221
2 _

S R? =0,9901

€

a0

x 0 10 20 30 40

mg ekstrakta / g mesa
Grafikon 3. Graf ovisnosti smanjenja peroksidacije o kolicini ekstrakta (HP-8-CD)

Grafikon 3. prikazuje linearnu ovisnost smanjenja peroksidacije o koli¢ini ekstrakta u mesu i
ima zadovoljavajuéi koeficijent korelacije (R* = 0.9901). Dodatkom veée koli¢ine ekstrakta
dolazi do veceg pada peroksidacije. Iz grafa je moguce izvuéi podatak o koli¢ini
antioksidansa koja je potrebna da se stupanj peroksidacije smanji za 50 %. Ta koli¢ina je

oznacena s ECsg 1 racunata je iz jednadzbe pravca:

50+0.6221

ECso (eks. komine + HPRCD) = ==

= 52 mg ekstrakta / g mesa
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Grafikon 4. Antioksidativna ucinkovitost uzorka s RAMEB-CD

Uocljivo je da je 0.5 %-tna koncentracija izbaCena iz mjerenja, obzirom da se u istrazivanju
ucinkovitosti uzorka HP-B-CD pokazala neucCinkovitom. Rezultati na grafikonu 4. su izraZeni
kao aritmeticke sredine paralelnih mjerenja &+ standardna devijacija. Iz prilozenog grafikona je
vidljivo da povecanjem koncentracije antioksidansa u uzorcima, dolazi do smanjenja nastalog
MDA, odnosno da dolazi do smanjenja oksidacije mesa. Uzorak Rz pokazuje jak
antioksidativan uéinak smanjujuéi razinu MDA u mesu na manju od one prisutne u sirovom

mesu.

50
40
30
20

y=1,3664x - 1,5118
10 R2=0,9624

% smanjenja peroksidacije

0 10 20 30 40

mg ekstrakta / g mesa
Grafikon 5. Graf ovisnosti smanjenja peroksidacije o kolicini ekstrakta (RAMEB)

Iz grafikona 5. se moZze zakljuciti da porast pada peroksidacije linearno prati povecanje

koncentracije ekstrakta u mesu. Koeficijent korelacije je zadovoljavaju¢i ( R* = 0.9624). EC s

50+1.5118
— =38

je moguce izracunati iz jednadzbe pravca: ECsg (eks. komine + RAMEBCD) = Teca

mg ekstrakta / g mesa. Pomo¢u nje ¢e biti lakSe kasnije usporedivati uspjesnost

antioksidativnog djelovanja uzoraka.
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Grafikon 6. Antioksidativna ucinkovitost nativnog uzorka

Na grafikonu 6. je vidljivo da nativni uzorak ima antioksidativna svojstva buduci da smanjuje
koli¢inu nastalog MDA, ako se za negativhu kontrolu uzme T. Uzorak s najviSom
koncentracijom komine N3 je iskazao najbolji uéinak, smanjujuci razinu MDA ispod one u

samom sirovom mesu.

@ 30
‘S
S 25
%)
<

S 20

8
o 15

S 10 y = 3,7444x + 0,1916
g R2=0,9879

1 5

wv

=]
X 9

0 2 4 6 8

mg ekstrakta / g mesa
Grafikon 7. Graf ovisnosti smanjenja peroksidacije o kolicini ekstrakta (nativni)

Grafikon 7. pokazuje linearnu korelaciju smanjenja peroksidacije povecanjem koliCine

nativnog uzorka u mesu. Koeficijent korelacije je zadovoljavaju¢i (R*> = 0.9879). ECs je

50-0.1916

Toaan 13 mg ekstrakta

dobivena uvrstavanjem u jednadzbu pravca: ECsg (eks. komine) =

/ g mesa.
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Grafikon 8. Antioksidativna ucinkovitost BHA

Iz grafikona 8. je vidljivo da BHA i u ovako malim koncentracijama ostvaruje jako dobar
antioksidativan ucinak. Uzorci se ponaSaju u skladu s ocCekivanim, a uzorak s najviSom
koncentracijom BHA (Bo 1) smanjuje razinu MDA na 4,8 mg po gramu mesa, $to je manje od
5.1 mg MDA nastalog u gramu sirovog mesa (S).

y=624,15x +1,7823
R2=0,9602

% smanjenja peroksidacije
B
o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

mg BHA / g mesa

Grafikon 9. Graf ovisnosti smanjenja peroksidacije o kolicini BHA

Iz grafikona 9. moze se zaklju¢iti da s povecanjem koli¢ine butil-hidroksianisola (BHA)
dolazi do povecanog smanjenja peroksidacije. Strmiji nagib pravca ukazuje upravo na

¢injenicu da se ve¢ s malim koli¢inama BHA postizu jako dobri antioksidativni ucinci u

50—1.7823

modelu mesa. ECs je izracunata iz jednadzbe pravca : ECsy (BHA) = BYRE

= 0.08 mg
BHA / g mesa.
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Uzorci sa sirovim mesom bez dodatka antioksidansa su prema ocekivanjima trebali imati
najnize koncentracije MDA ako se smatra da je u njima peroksidacija zanemariva. Ipak je
pokazano u radu Fasseas i suradnika (2007) da i kod sirovog mesa koje je prethodno drzano u
hladnjaku na 4 °C dolazi do peroksidacije lipida. U njihovom radu dodavani su ekstrakti
esencijalnog ulja origana i kadulje u 3 %-tnim koncentracijama (masa uzorka u odnosu na
masu mesa u reakcijskoj smjesi) na uzorke sirovog i termicki obradenog govedeg mesa.
Pokazano je kako ti ekstrakti smanjuju lipidnu peroksidaciju 1 u sirovom mesu. To potvrduju i
rezultati ovog mjerenja prikazani u grafikonima 4. i 6., buduc¢i da su 3 %-tni ekstrakti komine
smanjili razinu MDA ispod one koja je bila u sirovom mesu. Termicki obradeno meso bez
ikakvih dodataka sluzilo je kao negativna kontrola, odnosno imalo je najvece koli¢ine
nastalog MDA. Ovo pokazuje da se MDA formira tijekom oksidacijskih procesa, ali da ga
vecina ipak nastaje lipidnom dekompozicijom tijekom termicke obrade u kiselim uvjetima.
Nadalje kod svih uzoraka je uocena ovisnost antioksidativne aktivnosti o koncentraciji, pa su
tako najkoncentriraniji uzorci (3 %-tni) imali najbolje djelovanje. Oni su doveli do 27 % tnog
(ekstrakt komine), 30 %-tnog (ekstrakt komine s HP-B-CD) i 43 %-tnog (ekstrakt komine s
RAMEB-CD) smanjenja MDA tj. peroksidacije. Sto se iskazalo blago lo§ijim rezultatom u
usporedbi s 3 %-tnim ekstraktima origana i kadulje. Sli¢no je i s rezultatima dobivenim u
studiji o antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata ruzmarina, kadulje i vitamina E u modelu mesa
(Wong 1 sur., 1995). U njoj su ekstrakti ruzmarina i kadulje koriSteni u samo jednoj
koncentraciji od 30 pg/g, koja je dovela do smanjenja MDA za 38 i 47 %. U oba istrazivanja
je uzet vitamin E, za usporedbu djelotvornosti biljnih ekstrakata (Fasseas i sur., 2007; Wong i
sur., 1995). Koristene su razli¢ite koncentracije vitamina E - 25,50 i 100 pg/g koje su donijele
smanjenje oksidacije za 30, 39 i 47 %. Sto ide u prilog dobivenoj linearnoj ovisnosti
antioksidativne aktivnosti o koncentraciji ekstrakta komine u uzorku. Medutim u ovom radu
je za usporedbu djelotvornosti ekstrakata komine uzet sintetski antioksidans butil-
hidroksianisol (BHA). On je ve¢ pri vrlo niskim koncentracijama pokazao zavidnu
antioksidativnu aktivnost. Svakako je bitno zakljuciti da je antioksidativna aktivnost biljnih
ckstrakata (komine, kadulje, ruzmarina, origana) temeljena na njihovom polifenolnom
sastavu. Sam mehanizam nije u potpunosti razjasnjen buduci da je peroksidacija lipida proces
koji je kompleksan i koji se odvija u viSe koraka. Fenoli §tite namirnice od razvoja primarnih
oksidacijskih produkata, no problem su sekundarni produkti koji znatno narusavaju miris,

okus i samim time kvalitetu prehrambenih proizvoda (Ruberto i Baratta, 2000).
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4.3. Usporedba rezultata i rasprava

Iz prethodno prikazanih rezultata se moze zakljuciti kako svi uzorci ekstrakata komine
masline imaju antioksidativni u¢inak jer povec¢anjem njihove koncentracije u mesu, dolazi do
znacajnog smanjenja stope lipidne peroksidacije. To je vidljivo iz velikih razlika u koli¢ini
nastalog MDA u negativnim kontrolama (T uzorci) i 3 %-tnim otopinama ekstrakata komine.
Usporedbom rezultata slijedi da je medu istrazenim uzorcima ekstrakt komine pripremljen s
RAMEB-om najucinkovitiji, zatim uzorak pripremljen s HP-B-CD, dok najmanju aktivnost
pokazuje nativni uzorak (pripremljen bez ciklodekstrina). Prema navedenom bi se moglo
zakljuciti da ciklodekstrini, osim §to poboljSavaju stabilnost i tehnoloSke parametre suhih

ekstrakta, povecavaju antioksidacijsku aktivnost uzoraka u modelu mesa (Grafikon 10.).
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Grafikon 10. Usporedba antioksidativnog ucinka razlicitih uzoraka komine masline i BHA

No situacija nije tako jasna budu¢i da vrijednosti ECsg pokazuju na drugacije stanje (Grafikon
11.). ECs je kolicina ekstrakta koju je potrebno dodati po gramu mesa da bi se peroksidacija
smanjila za 50 %. Sto je ta vrijednost manja, to je antioksidans potentniji. Prema grafikonu
11. najbolju aktivnost ima nativni ekstrakt, potom onaj s RAMEB-om, a onda tek ide uzorak s
HP-B-CD. Ovo bi znacilo da dodatak ciklodekstrina interferira s antioksidativnom aktivno$céu
ekstrakta komine. Ako se potom gleda aktivnost same komine u suhim ekstraktima (bez
ciklodekstrina), dobije se da komina iz ekstrakta s RAMEB-CD ima najbolja antioksidativna
svojstva. Njen ECsp je 8 mg komine po gramu mesa. [z svega navedenog moze se izvuci da

manje koli¢ine nativnog ekstrakta prije postizu bolje rezultate i da RAMEB-CD u ekstraktu s
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kominom poboljSava njena antioksidativna svojstva iako je samog uzorka potrebno uzeti vise
nego nativnog. Literatura upucuje na kontradiktorne podatke. Pregled radova koji su
proucavali ciklodekstrine kao pojacivace antioksidacijske aktivnosti donosi zapravo zakljuc¢ak
da se ne moze sa sigurnos¢u rec¢i da oni potpomazu ili odmazu antioksidativno djelovanje
enkapsuliraju¢ih molekula. Iskazali su se medutim dobrima u povecéanju stabilnosti, zastiti od
svjetla, temperature i oksidativnih enzima. Enkapsulacija antioksidansa ovisi 0 mnogo
faktora, a najznacajniju ulogu igraju pH medija odnosno pK, antioksidanta (Lopez-Nicolas i
sur., 2014).

EC50

30
20

10

HPB RAMEB NAT BHA
Oznaka uzorka

Grafikon 11. Usporedba ECsy suhog ekstrakta i ECso same komine u uzorcima
(bojom ispunjeni stupci prikazuju ECs suhog ekstrakta, dok stupci ispunjeni linijama

prikazuju ECso same komine)

Razmatrajuéi rezultate dobivene s BHA, uocava se da oni ve¢ pri vrlo niskim koncentracijama
postizu zavidan antioksidativan uc€inak, bolji od onog uzoraka komine masline. Uzorak s
najviSom koncentracijom BHA (Bgo1) smanjuje razinu MDA za 60 %, §to je manje od svih
prethodno navedenih rezultata postignutin s kominom, a pri tom je koncentracija
antioksidansa 300 puta manja. U prijevodu bi znacilo da je kominu masline potrebno koristiti
u 300 puta veéim kolicinama kako bi se postigao ucinak usporediv sa sintetskim
antioksidansom. ECso (BHA) je svega 0.008 mg ekstrakta po gramu mesa, §to ga i dalje ¢ini
najefikasnijim i cjenovno najpristupacnijim antioksidansom. U radu koji je usporedivao

antioksidativnu aktivnost ekstrakta suhe §ljive i ekstrakta ruzmarina s BHA/BHT, koriStene su
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slicne koncentracije kao i u ovom radu (Movileanu i sur., 2013). Smjesa BHA/BHT je
koristena u 0.02 %-tnoj koncentraciji (u odnosu na meso u uzorku) i pokazala je najbolje
djelovanje — 69 %-tno smanjenje MDA. Ekstrakt ruzmarina koriSten je u 0.25 %-tnoj
koncentraciji i imao je snizenje MDA od 67 %. Ekstrakt suhe §ljive koriSten je u koncentraciji
0d 3 % i uzrokovao je snizenje MDA za 47 % te time bio nesto losiji od BHA/BHT i ekstrakta
ruzmarina. Sve navedeno je u skladu s rezultatima ovog rada, buduci da je ekstrakt komine
masline, koriSten u 3 %-tnoj koncentraciji, postigao slican rezultat kao i ekstrakt suhe §ljive,
Sto je 1 dalje manje od onog BHA. Ipak treba naglasiti da je ekstrakt komine doveo do
znaCajnog smanjenja peroksidacije usporeduju¢i ga s negativnom kontrolom tj. termicki

obradenim mesom bez ikakvih dodataka.

Polifenolni sastav komine odgovoran je za antioksidativna svojstva, pa je za oCekivati da ¢e
istrazivani ekstrakti biti aktivniji u hidrofilnim uvjetima, odnosno sustavima s nizim udjelom
masti. Sam model mesa je dosta kompleksan i1 tezak za ispitivanje jer mnogo parametara
utjeCe na rezultate — od izbora mesa (razli¢it udio masti), homogenizacije (dijelovi s vise
masti su podlozniji lipidnoj peroksidaciji) do izbora metode pracenja i1 produkata
peroksidacije koji ¢e se pratiti. Primarni produkti peroksidacije su bez mirisa, okusa i ne
utjeCu na kvalitetu prehrambenih proizvoda, a uz to ih je i lako kontrolirati. Problem su
sekundarni produkti kao Sto je MDA. Tiobarbiturni test (TBA) je kritiziran zbog
nespecifi¢nosti koja se realizira u neSto viSim rezultatima MDA nego $to to zaista jest. Ipak
TBA je najbolji test za opisivanje oksidacije u uzorku mesa, buduc¢i da su lipidi najvise
zahvaceni oksidacijom. Pokazalo se da bez obzira na na povisene rezultate, formacija TBA-
reaktivnih specija korelira i slicna je stvarnoj formaciji MDA. Kako bi se Sto bolje razjasnio
cijeli proces antioksidativnhog mehanizma ekstrakta komine bilo bi dobro karakterizirati
pojedine sastavnice 1 njihov uc¢inak zasebno, a potom ih ukoncentrirati. Isto tako bi bilo dobro
odrediti sastav triacilglicerida i fosfolipida u mesu kao i njihove oksidacijske produkte nastale
kuhanjem. Dodatne informacije se mogu dobiti pracenjem specifi¢nih proteina u mesu koji su
modificirani u procesu oksidacije ili pracenjem proteina koji pospjesuju oksidaciju lipida kao
Sto je katalitiCka aktivacija hem proteina. Rezultati prezentirani u ovom radu ukazuju na
antioksidativnu aktivnost ekstrakta komine masline koja uvelike ovisi koncentraciji ekstrakta,

o kemikalijama koriStenim u radu, modelu mesa i njegovom sastavu i samoj metodi mjerenja.
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5.

ZAKLJUCAK

Ekstrakti komine masline imaju antioksidativan u¢inak budu¢i da su znacajno smanjili
peroksidaciju lipida u svim uzorcima

Antioksidativna aktivnost ekstrakata komine je ovisna o koncentraciji pa su tako
najbolji rezultati dobiveni koriStenjem najvisih koncentracija ekstrakata u odnosu na
masu mesa (3 %)

Primjena ciklodekstrina u formulaciji ekstrakta komine masline povecava stabilnost,
ali i antioksidacijska svojstva suhog ekstrakta komine

RAMEB-CD pokazuje najznacajniji pozitivni ucinak na antioksidacijsku aktivnost
suhog ekstrakta u modelu mesa

Ekstrakt komine s HP — B ciklodekstrinom imao je najslabiju antioksidativnu aktivnost
Sintetski antioksidans butil-hidroksianisol (BHA) ima bolja antioksidativna svojstva
buduc¢i da slican uc¢inak kao 1 komina postize u 300 puta manjim koncentracijama
Model mesa je zahtjevan model za provodenje istrazivanja jer mnogo parametara

utjeCe na tocnost 1 ponovljivost rezultata
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7. SAZETAK

Za maslinovo ulje se ve¢ od davnina zna da ima blagotvoran u¢inak na organizam, ali
ono S§to je manje poznato jest da prilikom njegove proizvodnje nastaju velike koli¢ine
otpadnih produkata. Te nusprodukte se skupnim imenom naziva kominom masline, a njihov
sastav varira ovisno o na¢inu proizvodnje. Svima je pak zajednicko da sadrze visok postotak
polifenolnih spojeva. Upravo zbog njih mogu biti prijetnja okoliSu ako se neispravno odlazu,
ali isto tako i vrijedna sirovina u prehrambenoj industriji, farmaciji i kozmetici. Tako ekstrakt
komine masline ima potencijal da zamijeni sintetske antioksidanse u prehrambenim
proizvodima. U ovom radu je antioksidativna aktivnost razliCitih ekstrakata komine masline
ispitana tiobarbiturnim (TBA) testom na modelu mesa. Uzorci komine pripremljeni su
koristenjem razli¢itih derivata ciklodekstrina kako bi im se poboljsala fizikalno-kemijska

svojstva od okusa i mirisa do topljivosti, stabilnosti i antioksidativne aktivnosti.

Mjerenjem antioksidacijske aktivnosti na modelu mesa utvrdene su znacajne razlike medu
istrazivanim uzorcima, a najboljim uzorcima su se pokazali ekstrakt komine masline s
dodatkom nasumic¢no metiliranog [B-ciklodekstrina (RAMEB-CD) i nativni ekstrakt (bez
dodatka ciklodekstrina). Ipak, njihova uéinkovitost nije bila mjerljiva s onom sintetickog
antioksidansa butil hidroksianisola (BHA). Naime, da bi ekstrakt komine postigao ucinak
slican onom BHA, njegovu koli¢inu je potrebno uvecati za 300 puta, a to dovodi do
poskupljenja prehrambenog proizvoda i smanjenja koli¢ine hrane u proizvodu. Obzirom na
polifenolni sastav, za ocekivati je da Ce istrazivani ekstrakti biti aktivniji u hidrofilnim
uvjetima, odnosno sustavima s nizim udjelom masti. Sintetski antioksidansi tako ostaju
ekonomski pristupacniji, stabilniji i uéinkovitiji. Uz sve navedeno, malo je i dokaza o njihovoj
mogucoj mutagenosti 1 kancerogenosti. Ovo ne isklju€uje u potpunosti koriStenje komine
masline u prehrambenoj industriji jer se u danasnje vrijeme naglasak stavlja na prirodno i

ekoloski prihvatljivo.

37



SUMMARY

Olive oil is known to have beneficial effect on human health. During the process of
making it, huge amount of waste products are made. Olive mill waste composition depends on
extraction procedure but is generally characterized by high percentage of polyphenolic
compounds. If they are not properly disposed, they pose a threat to the environment. On the
other hand, because of high content of antioxidants they can be used in food industry,
pharmacy or cosmetic industry. That is why olive pomace extracts could be used as natural
replacement for synthetic antioxidants in different food products. In this paper, antioxidative
activity of olive pomace extracts was tested in meat model. Different cyclodextrins were used
during sample preparation in order to improve physical and chemical properties such as taste,
odor, stability, solubility and possibly, antioxidant efficiency.

The best results were obtained by extracts prepared with RAMEB-CD and by native extract.
However, their antioxidative activity was still not comparable with the one provided by
commonly used synthetic antioxidant butylated hydroxyanisole (BHA). In order to achieve
the same level of antioxidant protection, 300 times higher concentrations of olive pomace
extract is needed (3 % olive pomace vs 0.01 % BHA). Taking into consideration polyphenolic
composition of olive pomace extracts, they might be expected to show higher efficiency under
hydrophilic conditions. That leaves synthetic antioxidants cheaper, more stable and effective
in comparison to natural alternatives. At the same time there are no evidence of them being
mutagenic or cancerous in low concentrations used in food. However, this does not exclude
the potential use of olive pomace extracts in the food industry because current emphasis is

being placed on natural and ecologically acceptable resources.
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