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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavrsnog rada bio je odrediti sadniagljivih spojeva iz uzorka
trajne salame od mesa istarskog magarca, kéridigje razlicite metode izolacije:

mikroekstrakciju vrSnih para na krutoj fazi i déstiju potpomognutu mikrovalovima.

U tu svrhu potrebno je:

* lzolirati hlapljive spoje mikroekstrakcijom vrSnipara na krutoj fazi, koriste dva
vlakna i to: plavo vlakno duzine 5 cm s ovojnicowligimetilsiloksan/karboksen
(PDMS/Carboxen) te sivo vlakno duzine 5 c¢cm s owgm
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/GAPDMS).

* lzolirati hlapljive spojeve mikrovalovima potpomagom destilacijom (MAD)
koristeti snagu mikrovalova od 500W pri temperaturi 98°C.

* Analizirati izolirane spojeve spregnutom tehnikontiingka kromatografija -
spektrometrija masa (GC-MS).

e Obradom dobivenih podataka usporediti rezultatetivgmog uzorka te utvrditi

razlike i slénosti u analizi uzorka koristenjem dviju r&#iih metoda ekstrakcije.



SAZETAK

Uz bioraznolikost lokalnih pasnjaka i spegifih geofiztkih uvjeta istarskog
podneblja razvila se autohtona pasmina istarskogancacije je meso jedinstvene
kvalitete. U skladu s potrebama trzista, ali i &iaynim povéanjem populacije narasla
je potreba za stvaranjem suhomesnatih proizvodanesia istarskog magarca. Jedan
takav proizvod je trajna suSena salama koja u sgastavu osim mesa istarskog
magarca sadrzi i istarsko crno vino. Spéaifisti sirovine, tehnoloskog postupka
pripreme, fermentacije i zrenja rezultiraju péaejem koncentracije hlapljivih spojeva
arome. Te su komponente proizaSle iz biokemijskibc@sa prilikom razgradnje
masnog, vezivnog i mi@og tkiva a odgovorne su za okusne i mirisne osbwog
proizvoda. Hlapljivi spojevi su izolirani dvjema z&itim metodama:
mikroekstrakcijom vrsnih para na krutoj fazi (HSMHP) i mikrovalovima
potpomognutom destilacijom (MAD), te analiziraniregnutom tehnikom plinska
kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS) uuciljsporedbe sinosti i razlika
dobivenih rezultata. SPME metodom identificiran&@8uazltita spoja dok je metodom
MAD identificirano njih 36. Identificirani spojevimogu svrstati u sljede kemijske
skupine: alkoholi, organosumporovi spojevi, terpdenoli, aldehidi, esteri, alkani i

masne kiseline.

Klju ¢ne rijeéi: salama, Istarski magarac, hlapljivi spojevi, arom&;SPME, MAE,
GC-MS



SUMMARY

Biodiversity of the local grazings and specifioghysical conditions of Istrian
peninsula contributed in development of the naksiean donkey with it's unique meat
guality. Population increase and market needs haade dry meat of Istrian donkey a
popular demand. One of such products is permaned dalami which, in addition to
Istrian donkey meat, in its composition also camgaistrian red wine. Concentration
increase of aromatic vapors is direct result of poamd specifications, technological
procedure preparation, fermentation and ripenirfges€ components are result of the
biochemical processes from disintegration of faisole and connective tissue, and are
directly responsible for final product smell andvibr. Volatile compounds are isolated
using two different methods: headspace-solid pmaseoextraction (HS-SPME) and
microwave-assisted distillation (MAD), and analyseing gas chromatography— mass
spectrometry technique (GC-MS) in order to complaeesimilarities and differences of
obtained results. 23 different compounds were ifledtafter isolation using SPME
method in contrast to isolation using MAD method enh 36 compounds were
identified. These compounds can be grouped in faliguwchemical groups: alcohols,
organosulfur compounds, terpenes, aldehydes, akame:fatty acids.

Keywords: salami, Istrian donkey ,volatile compounds, arok&;SPME, MAD, GC-
MS
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Proizvodnja trajne salam@®vjeku je poznata kao tigljetna tradicija prenoSena
S generacije na generaciju, kroz godine usavrSavimeehnologija proizvodnje koje se
danas primjenjuju.

Ovisno o vrsti trajne salame razlikuje se receptutehnologija proizvodnje,
promjer finalnog proizvoda, koriStena sirovina za&ipvodnju (meso) 1 zani.
Specifcha senzorska svojstva trajne suSene salame paesljedu bakterijske
fermentacije i procesa zrenja u kojem se odvijaulitite enzimske i neenzimatske
reakcije koje utjeu na formiranje arome. Skupine spojeva koje supjelustvaranju
arome trajnih suSenih salama su mnogobrojne a odkdih su kratkolatane masne
kiseline, alkoholi, aldehidi, ketoni, esteri, sumpa spojevi, aromatski ugljikovodici,
terpeni, fenoli, duSikovi spojevi, alkeni i dr. Ngva prisutnost dokazate se
provaienjem eksperimentalnog dijela rada.

U ovom radu za karakterizaciju hlapljivin spojekariSten je uzorak trajne
salame od mesa magarca s istarskim crnim vinom.rdézge podvrgnut dvjema
razlicitim metodama izolacije (mikrovalovima potpomognutaestilacija |
mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi) te lamean vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa. Usporedbom \daih rezultata utdene su

slicnosti i razlike u izoliranim aromatskim spojevima.



1.0PCI DIO

1.1.KONZERVIRANJE TRAJNIH SALAMA

Konzerviranje mesa fermentacijom jedna je od mdjgt prehrambenih
tehnologija koja i danas igra vaznu ulogu ¢uwanju mesa u mnogim dijelovima
svijeta. Fermentacija se u proizvodnji trajnih s@aprimjenjuje s metodama koje
djeluju na smanjenje aktiviteta vode kao Sto siespsSi soljenje. Ove tehnike ujedno
predstavljaju temelj tradicionalnih postupaka komizanja koje su koriStene puno prije
nego se mogao razumijeti i objasniti princip njihoyelovanja(l).

Trajne salame su visokokvalitetni proizvodi mesrustrije i kao takve vrlo su
cijenjene i trazene od strane pot&EaKao sirovina za proizvodnju koristi se
najkvalitetnije meso (n&g&e svinjetina, kombinacija svinjetine i govedinelepna,
rijetko owetina te meso kopitara)?). Trajne salame, prema pravilniku o mesnim
proizvodima, definirane su kao proizvodi od mesasnog tkiva i dodanih sastojaka
koji se nakon dorade i punjenja podvrgavaju postnpdermentacije, susenja i zrenja
sa ili bez dimljenja, sadrze maksimalno 40% vodmimmalno 16% bjelatevina a na
trziSte se stavljaju pod nazivima kulen, zimsk&na, srijemska i trajne salame prema
specifikaciji (3). Primjesa usitnjenog mesa i dodaniltéiza nadijeva se u prirodne ili
umjetne ovitke. Kao prirodni ovitci koriste séigena tanka svinjska, ¢ja, goveta ili
konjska crijeva, a umjetni su kolagenski, poliamjaratronski, pergamenti te celulozni
ovitci. Uloga ovitka je viSestruka, osim Sto odrdgroizvod u Zeljenom obliku, on Stiti
nadjev od vanjskih utjecaja, omdgwa isparavanje vode iz nadjeva kao i prodiranje
dima u nadjev ukoliko se dimljenje primjenjuje uspgoku proizvodnj€2,4)

Pod konzerviranjem se podrazumijeva sSfayanje kvarenja, dvanje
senzorskih, tehnoloskih i nutritivnih svojstavaldje¢i na mikroorganizme abiagki
(uniStenje) ili anabiotki (stvaranje nepovoljnih uvjeta za rast i razmmnairge)cime se
poveava trajnost proizvodé). Kako bi se postigao optimalan konzervitajucinak i
zadovoljavajda kvaliteta proizvoda u proizvodnji trajnih salarpamijenjuje se tzv.
.konzerviranje preprekama*“, koje se temelji na kamranom, zajedrikom djelovanju
nekoliko ¢imbenika:

» dodavanje nitrata, soli i/ili $era (antimikrobni ginak)
* smanjenje redoks potencijala

* uvadenje bakterija mlijgne kiseline (fermentacija)



e smanjenje pH vrijednosti
* smanjene aktiviteta vode (soljenjem i/ili suSenjem)

* dimljenje(5)

Naime, za svaki stabilan i zdravstveno ispravaghg@ambeni proizvod postoji
odreieni sklop svojstvenih «prepreka», koje se razlik@uojim zng&ajkama |
intenzitetom ovisno o vrsti proizvoda, a koji marajdrzavati «<normalnu» populaciju
mikroorganizama u tom proizvodu pod kontrolom. Uotnom, tj. u sldaju
prevladavanja tih prepreka, dolazi do kvarenjazwada. Tako npr. za usmjeravanje i
pravilno vaienje procesa fermentacije u proizvodnji trajninasa veliki zn&aj ima
dodatak kuhinjske soli koja ima selektivho djelgeana mikroorganizme. Pojedine
bakterije mlij&no-kiselog vrenja, kvasci i plijesni podnose i aitaju se na otopine
soli, za razliku od sporogenih aeroba i anaerdifm je aktivnost u startu dovoljno
potisnuta da bi naknadnom tvorbom kiseline (podloggnjem mlij€no-kiselih
bakterija) bila potpuno inhibiran®).

1.1.1. FERMENTACIJA | ZRENJE TRAJNIH SALAMA

Fermentacija je jedna od metoda konzerviranja migskom koje dolazi do
porasta broja bakterija mlijae kiseline uslijedega se pov&va koncentracija mlijgme
kiseline koja djeluje bakteriostatski prema bakhena kvarenja i patogenim
bakterijama, a pfe@na je opadanjem pH vrijednosti, promjenom miris&kusa mesa

(2). Prema brzini fermentacije trajne salame dijeleae

e suhe brzofermentirane — s kratkim vremenom suSemjanja uslijedcega se
fermentacija odvija ki@ pri viSim temperaturama Sto rezultira ¢om
koncentracijom bakterija mligme kiseline u p&etnoj fazi fermentacije a gotov
proizvod ima kiseliji okus i slabije izrazenu arompH vrijednost opada s
pocetnih 5,7 na 4,6 i nize,

» polusuhe sporofermentirane — s dugim vremenom fauserenja uslijedega se
fermentacija odvija dulje pri nizim temperaturanizog ¢ega u prvim danima

fermentacije prevladavaju koagulaza-negativni ktiadiki, a gotov proizvod ima



izrazeniju specifinu aromu i manje kiselkast okus, pH vrijednost @pad
pocetnih 5,7 na 5,%2).

Ovisno o vrsti proizvoda, tehnologiji proizvodnjdpdacima, temperaturi i
relativnoj vliaznosti zraka razlikuje se vrijemejarga fermentacije. Fermentacija moze
trajati od 12 sati do 7 dana i duze, a najinteri@vje u prvih nekoliko sati kada se
temperatura povava do vrijednosti optimalnih za razvoj bakterijjetne kiseline. U
tradicionalnoj proizvodnji trajnih salama fermenfacse provodi prirodno prisutnom
mikroflorom, mefutim industrijska proizvodnja okrenula se koriStesgarter kultura
koje zn&ajno ubrzavaju proces fermentacije i pozitivno wjjelna higijensku sigurnost
proizvodnje, proces zrenja, ujedamanje i poboljSanje kvalitet@me se postize bolja
odrzivost finalnog proizvoda i ¥a rentabilnost proizvodnjg4). Najzn&ajniji
mikroorganizmi zastupljeni u komercijalnim starterdturama za zrenje fermentiranih
proizvoda su:

e bakterije iz rodovastaphylococcus Micrococcus— one svojom lipolitikom i
proteolitctkom aktivnogu doprinose nastanku speéifog mirisa i okusa
proizvoda te utjgu na redukciju nitrata, razgradnju vodikovog perdas
inhibiciju procesa oksidacije,

« bakterije mlij&no-kiselog vrenja iz rodovhactobacillus(L. sake, L .curvatus,
L. plantarun) i Pediococcus- utjetu na razvoj i odrzivost boje i konzistencije,
brzinu i sigurnost zrenja te kvalitetu i zdravstwegspravnost proizvoda tako da
razgratuju ugljikohidrate do mlijeéne kiseline, snizavaju pH vrijednost nadjeva,

» bakterijaStreptomyces griseus ona se kombinira kactobacillus planatarum
i/ili Staphylococcus carnosdsme se postize pozitivan efekt na razvoj boje i
arome proizvoda,

» kvasadDebaryomyces hansenriipospjesuje razvitak arome i boje proizvoda,

» plijesan Penicillium nalgiovense- doprinosi razvitku speciéinih svojstava

fermentiranih proizvoda pokrivenih slojem plemengtigesni (4).

Zrenje je, uz fermentaciju, kfan proces u proizvodniji trajnih salama. Proces
zrenja moze trajati od nekoliko tjedana do nekohkjeseci ovisno o vrsti proizvoda. U
proizvodnji prSuta faza zrenja moze trajati i dgj@lgodine. Tijekom zrenja dolazi do
proteoliticke i lipoliticke aktivnosti enzima mesa i mikroorganizama. Reztuljihove

aktivnosti jest stvaranje specifih senzorskih svojstava proizvoda (aroma, boja,



tekstura) te nastajanje spojeva koji imaju konzapue djelovanje (npr. alkoholi,
karboksilne kiseline i dr.) (Slika 1).

* PEPTIDI
| | Endopeptidaze
Egzopeptidaze
Futepemiites y v
fkalpaini i katepsini) SLOBODNE AMINOKISELINE
dezaminacijom | dekarboksilacijom nastaju: MALI PEPTIDI
kizeline, amonijak, amini aldehidi, sulfidi

PROTEINI

MASTI

FOSFOLIPIDE | TRIGLICERIDI HLABPIVE TVARI

ugljikovodici, alkoholi, ketoni. aldehidi, furani, esfer.
karboksilne kiseline, organski spojevisa SiN

]

Fosfolipaze | Lipaze OKSIDACLIA |

KRATKOLANCANE SLOBODNE
MASMNE KISELINE

—* SLOBODNE MASNE KISELINE —

Slika 1. Djelovanje procesa zrenja (proteolize i lipolin@) stvaranje specéfnih mirisa
i okusa trajnih mesnih proizvoda)

Temperatura je tehnoloSki parametar koji ima najugecaj na proces zrenja te
se prema temperaturi koristenoj tijekom procesajarazlikuje:

* sporo zrenje — karakteri&tio je za tradicionalnu proizvodnju fermentiranih
suhih salama, a traje od 2 do 6 ili viSe mjesesiet®dvija pri temperaturi od 12
do 14 °C,

* brzo zrenje — koristi se u proizvodnji polusuhitegaa, a traje nekoliko tjedana
te se odvija pri temperaturi od oko 25°C,

* umjereno zrenje — koristi se u proizvodnji suhipolusuhih salama, a traje od
dva tjedna do dva mjeseca te se odvija pri temperad 18 do 24°G2).



1.2 AROMA TRAJINIH SALAMA

Aroma je vrlo vazan organolefii pokazatelj kvalitete proizvoda. Ona se
definira kao kombinirana impresija okusa, miriskemijskog osjeta, a dttuje se
prilikom konzumacije hrane okusnim pupoljcima nailja te olfaktornim epitelom u
nosu. Aromatine tvari su hlapljivi spojevi mirisa koje detekjuaeceptorske stanice za
miris u nosnoj Supljini. Hlapljivi spojevi dolazeodeceptorskih stanica udisajem kroz
nos (ortonazalna detekcija) ili kroz grlo nakon Seootpuste Zvakanjem (retronazalna
detekcija)(6). Kada molekule hlapljivih spojevaiu u nosne hodnike, péti trepetiljke
na ziwanim stanicama Sto rezultira slanjemc¢anih impulsa kroz njusSne pupoljke
uzduz njusnog zivca u centru za miris U mozgu kojnai zivéane impulse kao
poseban miris. Tim procesom ljudi imaju moégast raspoznavanja ti& razltitih
mirisa. (7).

Aroma trajnih salama posljedica je sinergije vedjioroja hlapivih i nehlapivih
spojevaija prisutnost u odgovarajum omjerima rezultira karakterigtiim okusom i
mirisom finalnog proizvoda. lako sirovo meso imkganalo mirisa i blagi krvavi okus
ono u svom sastavu sadrzi veliku kKolu nutrijenata koji sluze kao prekursori za
nastajanje specifine arome. Hlapljivi spojevi u mesnim préexinama uglavnom
potjetu od ugljikohidrata, lipida i proteina. Najvaznijeakcije koje doprinose razvoju
arome trajnih kobasica su lipoliza i proteol{2a3)

Proteoliza je proces hidrolize migih proteina djelovanjem proteotikih
enzima te rezultira:

» omekSavanjem strukture mesa uslijed djelovanja nemziendopeptidaza
katepsina (B, D, H, L) i kalpaina (I i Il) oslobenih nakon dezintegracije
intracelularnin membrana i sarkoleme &ési

« stvaranjem i nakupljanjem polipeptida koji sluzeo ksupstrati peptidazama u
sintezi joS manijih peptida,

e intenzivnim stvaranjem slobodnih aminokiselina padjecajem enzima
egzopeptidaza (aminopeptidaze, dipeptidaze, kanbepsdaze [
tripeptidilpapeptidaze) ptiemu se razvija speaifan okus i mirig2).

Kao produkti reakcije proteolize nastaju kratkékm peptidi, slobodne
aminokiseline te male kd@ine amonijaka i amina (dezaminacijom i dekarbokgien

slobodnih masnih kiselina). Razgradni produkti eolize neutraliziraju mlijenu
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kiselinu uslijed ¢cega dolazi do povanja pH vrijednosti. Produljenim vremenom
procesa zrenja povava se  koncentracija kratkotamih peptida i slobodnih
aminokiselinatime speciféna senzorska svojstva kobasica postaju izraz&jija

Lipidi miSi¢nog tkiva imaju vaznu ulogu u razvoju kemijskih engorskih
karakteristika trajnih salama. Uslijed reakcijaolipe i oksidacije dolazi do postepene
razgradnje lipida mignog tkiva(9). U patetnoj fazi reakcija lipolize uzrokuje nastanak
slobodnih masnih kiselina razgradnjom triacilglwari fosfolipida djelovanjem enzima
lipaze i fosfolipaze. Potom slijedi reakcija okgigea nezasienih masnih kiselina u
kojoj nastaju kratkolatane slobodne masne kiseline koje su vazne za fanfiokusa
proizvoda(2). Prekomjernom oksidacijom slobodnih masnih kiselislijed djelovanja
slobodnih radikala nastaju peroksidi, aldehidi toke koji trajnim kobasicama daju
specifcan miris uzZeglosti i Zutu boju masnoga tkiva. TVasje induciraju nastanak
slobodnih radikala su: metali (Ey F€"), UV-zratenje, zrak, temperatura itd. Stoga je
vazno da se proces zrenja odvija u zaeman prostorijama pri temperaturi oko 16°C i
da salame nisu u kontaktu s metalnim povrSinamasidakija se moze sprijii i
dodatkom razliith antioksidansa poput tokoferola, lecitina, edsta ruzmarina i
kadulje, estera galne kiseline i{d0).

Uz reakcije proteolize i lipolize vazno je spomenusekundarne biokemijske
reakcije slobodnih masnih kiselina i aminokiselndrugim spojevima. U Maillardovim
reakcijama izméu reducirajéih S&era i aminokiselina nastaju radti nusprodukti i
meduprodukti, méu njima je veliki broj hlapljivin spojeva koji sugluju u formiranju
arome kao i melanoidni pigmenti koji uzrokuju posimanje mesa(1l). Tijekom
degradacije aminokiselina tzv Streckerove degr@atnlazi do sinteze razgranatih

aldehida koji takder doprinose razvoju aronf&2).

1.2.1 HLAPLJIVI SPOJEVI AROME

Aroma je izuzetno vazna za prihvatljivost mesmibipsoda. Sastav i kvantiteta
hlapivih spojeva ovisi o0 vrsti mesa, dodanindimana, koriStenom procesu proizvodnje,
duzini procesa zrenja i drugimimbenicima. Tijekom proizvodnje trajnih salama
odvijaju se brojne enzimske i neenzimske reak@jeup razgradnje proteina, razgradnje
i oksidacije lipida, Maillardove reakcije, Streckee degradacije. Sve te reakcije

dovode do pov&anja koncentracije hlapivih komponenata — aldehkétona, alifatskih



ugljikovodika, alkohola, este, alkana, alkena, sumpornih i difh spojeva
aromatskih i ciklickih ugljikovodika ostalih komponenata koje ujg na samu aromu
proizvoda (13). Interalcijom razlgitih hlapljivin spojeva nastaje kotaa specifna
aroma trajnih salama.

Oksidativhom razgradnjom neza&enih masnih kisina, nastalih u reakc
lipolize, formiraju se linearni aldehidi poput heksla, heptanala, oktanala i nonan
Razgranati aldehidi nastajuijekom degradacije aminokiselina . Streckerove
degradacije u kojoj dolazi do oksidativne deaminacijske dekarboksilacio-
aminokiselinauz sudjelovanjea-dikarbonilnih spojeva nastalinh u Maillardovoj regk
(12). Razgradnjom aminokeline valina, izoleucina, leucina nastaj-metil propanal, 2-
metil butanal i 3 metibutanal(2). Uloga zasienih aldehida je pofavanje mirisa, do
nezasteni aldehidi (2enali i 2,~dienali) utjg€u na okus i daju sladak, & miris.
Aldehidi imaju nizak prag ,mirisne detekc* te zn&ajno doprinose specinoj aromi
finalnog proizvod48).

Alkoholi uglavnom nastaju kao produkti reakcija wleije lipida, a djelonginu
ulogu u njihovoj sintezi ima i mikrobioloSka aktiest Primarni linearni alkohc daju
arome trave ili drva, a ekundarni alkoholi (1-penten-3-oll-okten-3-ol) daju
proizvodima jak miris trave gljiva. Utjecaj alkohola na aromu manji je nego |
aldehida zbog \e vrijednosti praga ,mirisne detekci (14).

Aromatini z&ini poput lavandeyruzmarina, musSkatnog oka&a, timijana,
papra i mnogih drugidodanh u primjesu tijekom procesa proizv¢e mogu rezultirati
prisustvom terpend.erpeni su hlipljive tvari koje daju biljkam&arakteristéan miric a
njihovu osnovnu strukturuizgraiuje 2-metil-1,3-butadienskgedinica koja secesto
naziva izoprenska jedinic(Slika 2) (6). Takaier, prisustvdimonena i drugih terper
uobicajeno je u trajnim fermentiranim proizvodimer su oniuobicajeni konstituent
neosaponificirajéih frakcija biljne masti Sto zkada dolaze ishranom i akumuliraju
u tijelu zivotinje(15).

=

Slika 2. Izoprenska jedinica(2-metil-but-1,3-digfi)p)
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Esterifikacijom karboksilnih kiselina i alkohola astaju esteri. Esteri
kratkolartanih kiselina nositelji su vmih aroma, dok oni nastali iz dugotamih
kiselina imaju blagi masni mirig.7).

Sumporovi spojevi imaju jak miris, a nastaju deg&@jom aminokiselina koje
sadrze sumpor poput metionina, cisteina i cistzrieojih se sintetiziraju dimetil-sulfidi i
tiol (2,14) DodatakéeSnjaka kao z#na takaier moze doprinijeti w@j koncentraciji
sumponih spojeva zbog prisutnosti aliina (derivatiremkiseline cisteina). Kada se
ceSnjak izreze ili zdrobi dolazi do aktivacije enairalinaze koji potie proizvodnju
alicinacija je struktura nestabilna te se raziyje kroz nekoliko putova a nastali spojevi

odgovorni su za njegovu aronili8).

1.3. ISTARSKI MAGARAC

Magarci su sisavci koji se svrstavaju u red kaopiteajedno s konjima, mazgama
i mulama(19). Oni su od davnina poznati kao radne Zivotinjegzbwoje izdrzljivosti,
otpornosti i snage. Napretkom tehnologije njihogaavna funkcija — prijenos tereta je
potisnuta. Danas se magarci uzgajaju zbog proizeodiijeka i koriStenja mesa u
ljudskoj prehrani.

Magarci su u Republici Hrvatskoj razdijeljeni ugkupine izvornih i zastenih
pasmina temeljem fenotipskih i genotipskih svojatageografske pozicioniranosti i
povijesti nastanka, a to su: Istarski magarac, &jev+jadranski magarac, Primorsko-
dinarski magara¢20).

Istarski magarac se uzgaja u centralnom, juznaapadnom dijelu poluotoka
Istre a moZze se proéiai na podrdju Kvarnera. Prema podacima Hrvatske
poljoprivredne agencije (HPA, 2017) brojnost popiyéaje 548 jedinki Sto je porast u
odnosu na podatke Ministarstva poljoprivrede, sbax i ruralnog razvoja (MPRRR,
2010) prema kojima je populacija istarskog magameijenjena na 200 jedinki zbog
¢ega je uvrsten u kritho ugrozene pasmin(@0,21) U skladu s potrebama trzista, alii s
uvidajnim poveéanjem populacije, Agencija za ruralni razvoj Is{(E&ZRRI) aktivho
provodi programe zaStite istarskog magarca kroztidisgiplinarnu gastronomsku
valorizaciju i promociju mesa Istarskog magaf2a).

Istarskog magarca (Slika 3) karakterizirasta konstitucija i veliki kvadratan

tjelesni okvir po kojem je u odnosu na ostale diafeatske autohtone pasmine ngjve



Boja trupa je v&nom crna, rijetko tamno snda. Trbuh kao i unutarnja strana bedara
mogu biti sive do bijele boje. Kriz i zebrice niswcljive. Griva je crna, izrazena i
strSe€a, a rijetko pada na stranu. Glava je velika, regaga, ravnog do blago konkavnog
profila s dugim uSima koje imaju bijele dlake u tragnjosti. @ale su bijele i dobro
izrazene. Gubica je bijela s crnom regijom nozdiRap je nisko nagan scupom
dugih dlaka na zavrSetku. Noge &uste s jakim kostima. Kopito je srednje veie,

tvrdo s rijetkim deformacijamé1).

Slika 3. Istarski magara(23)

Meso magarca slatkastog je okusa zbog visoke kbraage misénog glikogena
I glukoze. Koltina mioglobina, a samim time i zZeljeza, daje mesurto crvenu boju.
Meso jecvrsto, konzistentno i laganog mirisa a cijeni segliravnotezenog sadrzaja
proteina (21g/100g mesa). Udio ma&aarlo je nizak (2,79/100g mesa) zb&mga se u
proizvodnji trajnih salama meso magarca kombingassginjskim mesom i masnim
tkivom svinja. Najvéi dio masndéa u magar&em mesu opada na nez&sie masne
kiseline, posebice linoleinsku kiseliri24).

U sklopu programa Agencije za ruralni razvoj Istl®@ magaréeg mesa
distribuira se ugostiteljima iz Istre dok se drdg sirovine prerduje u trajnu salamu
od magaréeg mesa i crnog vina te u kobasice od mijeSanogaresy i svinjskog
mesa. Kvaliteta mesa Istarskog magarca proizlagdinstvene prehrane na istarskim
pasSnjacima, uz veliku raznolikost biljne mase kojagarci konzumiraju. Osebujnost
okusa i istaknuta mesna aroma & je podloga za stvaranje novih vrijednosti kroz

proizvode od mesa Istarskog magarca, kao dio oka@&zvanja doméh okusa i
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mirisa svojstvenih Istri(25). Ekskluzivnost i vrhunske nutritivne vrijednostiesa

osiguravaju mu mjesto uz sam vrh ponude najbolgsama trzist(22)

1.4. TEHNOLOGIJA PROIZVODNJE TRAJNE SALAME OD MAGAR ECEG
MESA

Magaréa salama je prema Pravilniku o mesnim proizvodimal.N62/2018
(¢lanak 30.) trajna kobasica s minimalnim masenimelody proteina od 16% i
maksimalnim udjelom vode od 40026).

Za proizvodnju salame od magéeg mesa koristi se meso Istarskog magarca i
to rezovi s buta, rebara, prsiju i vrata. Zbog &iit@dnosno niskog udjela maseou
magaréem mesu neizostavno je koriStenje svinjskog mekegke i ¢vrstog masnog
tkiva mesu. U primjesu se dodaje istarski terargatinske smjese koje uklfuju sol,
papar, ruzmarin, dondaistarski ¢eSnjak, muskatni or&g, cvijet muskatnog oréga,
piment, karadamom i korijandéz5).

Prije pa@etka proizvodnog procesa nabavlja se iskljo svjeze svinjsko meso
koje se rasijeca i zamrzava. Priprema proizvodrggargée salame zagmje prilikom
rasijecanja kada se anatomski rezovi posebno pngjre stavljaju na zrenje i skladiste.
Pripremljeno meso usitnjava se u dvije frakcijggmpera 4mm i 8mm te se zajedno s
z&inima mijeSa u mijesalici. Potom slijedi punjenjgurodne ovitke promjera 50-55
mm. Salame se potom vjeSaju na kolica i cijede liakaati. Kolica, s joS uvijek
svjezim pripravcima, se uré u komoru za hladno dimljenje koje se provodi 30uta
s bukovom piljevinom. Po zavrSetku hladnog dimgesiijedi prva faza fermentacije u
komorama pri temperaturama i preko 20°C te relatiwvrvaznosti od 90%. U ovoj fazi
na salame se finim prskanjem nanosi otopina kofazsaplemenite plijesni koje se
nakon otprilike 15 dana &no ¢etkaju s proizvoda. U sljedien danima temperatura i
relativna vlaznost kontrolirano se spustaju do 15f@hosno 80% vlage kada se
proizvodi sele u komoru za drugu fazu fermentaqyeje ostaju ostavljeni u
kontroliranoj atmosferi komora da se suSe 45-5Gadd@avrsSetak zrenja proizvoda nije
definiran unaprijed e se kontinuiranim kuSanjem tijekom svih faza fertaeine
utvrduje najbolje vrijeme za ,skidanje” proizvoda. NakaavrSetka procesa zrenja
slijedi rwno pakiranje i deklariranje gotovih proizvoda testdbucija sukladno

potrebama trzisté25).
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1.5. METODE IZOLACIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA MESA

Vazan ¢imbenik u formiranju arome trajnih salama su hiaplgpojevi koji
imaju zn&ajan utjecaj na cjelokupnu kvalitetu finalnog prada. Kvaliteta i
komercijalan uspjeh trajnih salama uveliko ovissrami koja jecesto odldujuci faktor
prilikom izbora potroSéa (27).

Klasicne metode izolacije hlapljivih spojeva su destjlaci ekstrakcija s
organskim otapalima. Klasie metode izolacije imaju brojne nedostatke s obzina
to da su vrlo skupe, dugotrajne i #&e uzrokuju degradaciju uzorka. Stoga je danas
sve ¢e&a primjena novih modernijih metoda koje pokazujwjte prednosti pred
klasiknim metodama izolacije npr. ultrazina ekstrakcija, mikroekstrakcija na krutoj

fazi, mikrovalna ekstrakcija, mikrovalovima potpogmoita destilacij&28).

1.5.1. ULTRAZVUCNA EKSTRAKCIJA

Ultrazvuino potpomognuta ekstrakcije (engl. ultrasound tss$iextraction,USE)
koristi energiju ultrazvuka koja se Siri putem weadopri ¢cemu uzrokuje vibracije
molekula medija i prijenos meh&he energije titranja valova na medij. Komponente se
izdvajaju na osnovi njihove ragite topljivosti u razititim otapalima. Vrijeme potrebno
za odvajanje Zeljene komponente ovisi 0 viskoznostolumnom protoku otapala,
topljivosti komponente u toj otopini, temperatukisgakcije te o povrsini namirnice
izlozenoj otapalu. Prednost ultrazwme ekstrakcije u odnosu na kkast metode

izolacije je smanjeno vrijeme ekstrakcije i pobatjsekstrakcijski prino$29,30)

1.5.2. MIKROEKSTRAKCIJANA KRUTOJ FAZI

Mikroekstrakcija na krutoj fazi (engl. solid phasegcroextraction, SPME) vrlo
je jednostavna i djelotvorna metoda koja ne kodtpalo te se uspjesSno primjenjuje na
veliki broj hlapljivin spojeva. Okino se SPME Kkoristi u kombinaciji sa spregnutom
tehnikom plinska kromatografija-spektrometrija mésagl. gas chromatography—mass
spectrometry,GC-MS). Velika prednost SPME metodepggednostavljen postupak
izolacije. Za razliku od uobajene ekstrakcije teke-tekite koja se sastoji od vise

koraka, kao Sto su ekstrakcija, koncentriranjeijepos do plinskog kromatografa, kod
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SPME metode sve je integrirano u jedan ko(8k). Aparatura za SPME vrlo je
jednostavna, izgleda kao modificirana Sprica. Saséood noséa, igle i SPME vlakna
(Slika 4). SPME vlakno je tanko ogkio vlakno, obavijeno tankim polimernim filmom
(npr. polidimetilsiloksan, PDMS) koji apsorbira dikcentrira organske spojeve. Tip
vlakna koji se koristi utige na selektivnost ekstrakcije, polarna vlakna kerse za
polarne spojeve, a nepolarna vlakna za nepolarog\sp Prije upotrebe vlakno je

potrebno kondicionirati, stavljajuga 0,5-4 h na visoku temperatyB2).

Nosad
//

/ Igla s vlaknom

Slika 4. Mikroekstrakcija na krutoj fazi33)

1.5.3. DESTILACIJA POTPOMOGNUTA MIKROVALOVIMA

Destilacija potpomognuta mikrovalovima (engl. miwave-assisted distillation,
MAD) je metoda koja kombinira mikrovalno zagrijay@ani suhu destilaciju pri
atmosferskom tlaku bez koriStenja otapala ili vddelacija i koncentriranje hlapljivih
spojeva provode se simultano. Zbog toga Sto vod&zarku apsorbira mikrovalno
zraenje, raspadanje stanica je potaknuto unutarnjiegrpavanjem Sto olakSava
desorpciju hlapljivih  komponenata. Glavne prednostoriStenja destilacije
potpomognute mikrovalovima su znatno daavrijeme destilacije bez upotrebe
organskog otapala. Nedostatak ove metode je prangeniSene temperature koja moze
negativno utjecati na bioloski aktivne spoj¢gé).
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1.6. ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Prilikom analize i identifikacije hlapljivih spoj@a mogu se Koristiti
kromatografske (plinska i tekinska kromatografija) i spktrometrijske tehnike.naa
je nage&a upotreba kromatografije i to individualno ili prezi sa spektrometrijom

masa.

1.6.1. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je fizikalna metoda razdvajanja esg koja se zasniva na
razlicitoj raspodjeli tvari izméu stacionarne i mobilne faze. Ovisno o vrsti kemn&
mobilne faze razlikuju se tekimska i plinska kromatografija. Plinska kromatogeaf
(engl. Gas Chromatography, GC) ne zahtjeva nikagmethodne operacije stoga
predstavlja vrlo brzu tehniku odjeljivanja. Plingkbmatograf sastoji se od injekcijskog
bloka, kromatografske kolone sa stacionarnom fazemmostata, detektora icanala
(Slika 5)(35,36)

Uzorci koji se analiziraju plinskom kromatografijomoraju biti hlapljivi i
stabilni na temperaturi zagrijavanja. Stacionarazafnajeie je tekdina vezana za
stjenke kapilare ili naneSena na kruti adsorbensbiMa faza je inertni plin (N Ar,
He) koji ne stupa u reakciju sa sastojcima sm({@ég

Mala kolicina uzorka unosi se u injektor smjesSten na vrhwt®! Injektor je
zagrijani dio urdaja u kojemu temperatura mora biti izhad tempeeatureliSta
najmanje hlapljive komponente. Iz tog razloga ukdijgkom unoSenja u kolonu brzo i
potpuno ispari. Inertni plin potom prenosi pare rkao kroz kolonu ispunjenu
stacionarnom fazom na kojoj se vrSi odjeljivanjstsgka smjese. Detektor ufuje
prisutnost odijeljenih komponenata smjese u plimgitelju po izlasku iz kolone. U
plinskoj kromatografiji naje&a je upotreba plamenoionizacijskih detektora, detek

toplinske vodljivosti i detektora apsorpcije elekta(37).
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Slika 5. Shematski prikaz plinskog kromatogr#83)

1.6.2. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektromégija masa (engl. Mass spectrome MS) je metodakoja se zashiva
na ionizaciji plinovitog uzorka, njegovoj fragmeacifg razdvajanju fragmenata
obzirom na omjer jjhove mase i nabo te obradi pojedinih podataka dobivenit
obliku masenih spektara. avni dijelovi svakog masenog spektrometra su ioniz:
analizator i detektoiU ionizator se unosi mala koiha uzorka u plinovitom star koji
se tijekom elektronske ionizacibombardira elektronimanergije (5-70eV) pricemu
semolekule ioniziraju nastaje pozitivan ion M(molekulski ion) koji se fragmentir

M+€— M +26
M* > M;" +My" + M3' ...

Na taj n&in nastaju razni fragmenti, inalizom je mogée uwrditi kemijsku strukturt
spojai molekulsku masu. Dobivi ioni okarakterizirani su valinom m/z (omjer mase i
naboja fragmenta)intenzitetom.Osjetljivi dio analizatora ione registrira kao ef@ni
signal. Signal elektronskim sustim biva zabiljezen u memoriji éanala.Kao rezultat
analize dobije se spektar masa koji prika odnosintenziteta i omjera mase naboja
(m/2) nastalih fragmena (Slika 6)(36,39)
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1.6.3. SPREGNUTA TEHNIKA PLINSKA KROMATOGRAFIJA —
SPEKTROMETRIJA MASA

Kombinacija tehnika plinska kromatografija-spektidrija masa (engl. Gas
chromatography-mass spectrometry, GC-MS) onmtaga dobivanje velikog broja
podataka uz koriStenje minimalne katie materijala. Plinska kromatografija je izvrsna
tehnika za separaciju i kvantizaciju, ali nepouzadaa kvalitativno odkivanje te se
zato koristi u kombinaciji s masenom spektrometnij&koja anulira taj nedostatak.
Kombinacijom dviju metoda postiZe se visoka osjei§t (reda veliine 10 - 10+ g)
te omogudava analiza smjese s velikim brojem komponenatativelo velikom
brzinom. Cetveropolni analizator masa omdgua snimanje spektra u nekoliko
milisekundi. lako je GC-MS tehnika vrlo osjetljiy@teSkée u analizi moze izazvati
slaba hlapljivost nekih spojeva ili njihova nestabst pri poviSenim temperaturama
(36).

Komponente smjese odjeljuju se u termostatiran@grk plinskog kromatografa
i kao takve odlaze plinom nositeljem u detektorefdpmetar masa). Dobiveni spektar
masa usporiije se s raunalnom bazom spektra masa te se digeepostotak slaganja
na osnovutega se moze identificirati spoj (Slika 7). &g&im, GC-MS metoda daje joS
jedan vazan podatak za identifikaciju spoja, &terjjeme zadrzavanja pojedinog spoja

na koloni odnosno retencijsko vrijeme.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. TRAIJNA SALAMA OD MESA ISTARSKOG MAGARCA

Revitalizacijom autohtonih pasmina Istre i komhkanjem tradicionalnih
istarskih okusa i Z@na s onim suvremenim, Agencija za ruralni raz\gbjd stvorila je

brend Istrijana koji ujedinjuje tradicionalne i neyde vrijednost(25).

Trajna salama od mesa magarca s istarskim crmionvi(Slika 8) proizvodi se
rasijecanjem i mijeSanjem 50% mesa istarskog magars0% svinjskog mesa uz

dodatak istarskog crnog vina sorte teran te istaygi&inskog bilja i drugih zé&na.

Slika 8. Trajna salama od mesa istarskog magarca s istacskim vinom(43)

Primjesa se puni u prirodne ovitke promjera 50 koji se ostavljaju u
kontroliranoj atmosferi komora 45 do 50 dana. U koama se potom odvijaju procesi
fermentacije, suSenja i zrenja. Plemenita plijekaja se upotrebljava u proizvodniji
doprinosi intenzivnom okusu, a @ma se postize snazan i aromiati miris (25).
KoriStenjem 185g mesa dobije se 100g gotovog pomiay a prosgna hranjiva

vrijednost izrazena za 100 g proizvoda prikazanatpblici 1.
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Tablica 1. Prosj€na hranjiva vrijednost izrazena za 100g proizvoda

Energetska vrijednost 1830 kJ/437 kcal
Masti 34,19
‘od toga zagene masne kiseline 14,49
Ugljikohidrati <05¢
odtoga$€eri <02g
Bjelarcevine 32,69
Sol 3,89

2.2. PRIPREMA UZORKA

U ovom radu koriStena je jedna trajna salama odamistarskog magarca
uzorkovana u prosincu 2018-te godine. Uzorak jeaddir na na&in da je usitnjen i
podijeljen na dva dijela (po 1 g) a ostatak salgeeamrznut icuvan u zamrzivéu.
Hlapljivi spojevi izolirani su mikroekstrakcijom $nih para na krutoj fazi koristedva
razlicita vlakna i to plavo vlakno te sivo vlakno. U &lj 2019-te godine ostatak
uzorka je odmrznut i odvagana je masa od 50 gravjej& potom takder usitnjena te
podvrgnuta izolaciji hlapljivin spojeva korigie metodu destilacije potpomognute

mikrovalovima.

2.3. KEMIKALIJE | APARATURA

Kemikalije:
» Pentan, Kemika, Zagreb, Hrvatska,

* Bezvodni natrijev sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska,

Aparatura:
« Tehnika vaga, Kern&Sohn, Njenika,
* Vodena kupelj s termostatom, Heidolph EKT 3001 ,nm&&ka,
» Drza za mikroekstrakciju vrsnih para na krutoj fazip8leo Co., SAD,

* Vlakna razltite polarnosti:
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* plavo vlakno S ovojnicom polidimetilsiloksan/karlsek
(PDMS/Carboxen) duzine 5 cm (Supelco Co., SAD),
* sivo vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksenigihetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duzine 5 cm (Supelco Co., SAD),
» Uredaj za destilaciju potpomognutu mikrovalovima, MA19®81 Ethos X;
Milestone,
* Uredaj za uparavanje strujom dusSika, Dri-Block DB10OV8chne,
* Vezani sustav plinska kromatografija-spektromemmjasa (GC-MS):
* GC 7820A, Agilent Technologies, SAD
 MSD 5977E, Agilent Technologies, SAD
e GC kapilarna kolona HP-5MS, J&W, SAD

Stacionarna faza: 5% difenil-95% dimetilpolisilksan

2.4. IZOLACIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA

2.4.1. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Za izolaciju hlapljivih spojeva iz uzorka trajneagarée salame koristeno je
plavo vlakno i sivo vlakno.

Prije upotrebe, u skladu s uputama prodaga, SPME igla se postavlja u
injektor plinskog kromatografa te se vlakna akayir kondicioniranjem 60 min na
300°C. Nakon kondicioniranja, vlakna su odmah keria za ekstrakciju vrsnih para
uzoraka.

Jedan gram uzorka stavi se u staklenu posudu odnll5koja se potom
hermetéki zatvori teflonskom PTFE/silikon septom te postawodenu kupelj (60 °C)
s termostatom. Na Slici 9 prikazana je koriStenarapra za mikroekstrakciju vrsnih
para na krutoj fazi (HS-SPME).

Po zavrSetku kondicioniranja uzorka (15 min), SPigI& se postavi u posudu, a
vlakno provodi ekstrakcija vrSnih para u vremenu 48l min. Nakon uzorkovanja,
SPME vlakno je vréeno u iglu, izvdeno iz posude i odmah postavljeno u GC-MS
injektor (250°C, 7 min), gdje je provedena toplinska desorpdistrahiranin spojeva
izravno u GC kolonu. Injektiranje uzoraka provedgeorwno pomd@u drz&a za
SPME.
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Slika 9. Aparatura za mikroekstrakciju vrSnih para na Kridaai (HS-SPME)

2.4.2. DESTILACIJA POTPOMOGNUTA MIKROVALOVIMA

Aparatura za mikrovalnu ekstrakciju sastoji sedwd dijelacime su omogéene
dvije vrste izolacije uzorka: destilacija potpomatm mikrovalovima i mikrovalna
ekstrakcija. Gornji dio aparature omaégua izolaciju hlapljivih spojeva destilacijom
potpomognutom mikrovalovima (Slika 10) koja je I&beina za obradu uzorka trajne
salame od istarskog magarca.

Pedeset grama usitnjenog uzorka stavi se u stakbesudu koja se zatvori
poklopcem te se na nju povezZe sustav za reflulkadilb. U desnu vertikalnu cijev se
napuni voda koja sluzi kao medij u kojema se prikupiti hlapljivi spojevi. Prikupljeni
hlapljivi spojevi se po zavrSetku destilacije odyajpoma@u male koléine pentana.
Uvjeti pri kojim se izvodi destilacija su snaga 5@0W i temperatura 98 °C u trajanju
od 35 minuta. Nakon zavrSetka destilacije, slojtaea i hlapljivih spojeva se odvoji

propipetom i prebaci distu ¢aSu, a ostatak vode ispusti preko pipca. Sadidsg se
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posusi s bezvodnim natrijevim sulfat, u slu¢aju da ima zaostale vg, zatim se izolat
prebaci u prethodno izvaganudcbom. Dio organskog otapala zaostalog u uzorki
uklanja uparivéem u struji duSika nakotiega ide na G-MS aralizu. Uzorak se d

analizetuva u zamrzivéu.

Slika 10 Aparaturi za destilaciju potpomognutu mikralovime
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2.5. ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA VEZANIM SUSTAVOM (G C-MS)

Za kvalitativnu i kvantitativnu identifikaciju idmanih hlapljivih spojeva
koriSten je vezani sustav plinska kromatografijaldépmetrija masa (Slika 11).

Uzorci su analizirani na nepolarnoj kapilarnojdalHP-5MS (30 m x 0,25 mm)
sa slojem stacionarne faze ((5% fenil)-metilpadisdan)) debljine 0,20 um. Plin nositel]
je helij, dok je protok postavljen na 1 mL/min. Zad temperatura injektora je 250°C, a
volumen injektiranog uzorka iznosi 1uL. Temperatl@one je programirana na
slied&i natin: 2 minute na AT, a zatim se zagrijava do 200 °C brzinom 8@ o
minuti. Vrijeme u kojem se ne snima spektar, j¢om vremenu izlazi otapalo, iznosi 3

minute.

Slika 11Spregnuta tehnika plinska kromatografija-spektropaginasa (GC-MS)

Spektometar masa koriSten je kao detektor. Erergipizacije uzorka u
spektrometru masa iznosi 70 eV, temperatura detektma je postavljena na 280°C,
dok interval snimanja obuh¥a 30-300 masenih jedinica. Uzorak je dodan odjediteom
zbog poviSene temperature trenutno ispari. Repibiiost je osigurana kada su
uspostavljeni stacionarni uvjeti, stabilizirani foa i temperatura.

Za svaki analizirani uzorak kao rezultat GC-MS laeadobiveni su sljede

podaci:

» kromatogram ukupne ionske struje,
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e vrijeme zadrZzavanja pojedine komponente koja je k@matogramu
predstavljena pikom,

* relativni udio pojedine komponente izrazen u pasted (udio povrSine pika u
ukupnoj povrsini),

* naziv spoja ili spojevdiji je spektar najstiniji spektru nepoznate komponente
pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske stfsljénosti spektara koji su
usporgeni izrazeni su u postotcima).

Identifikacija pojedinanih spojeva provedena je usporedbom njihovih vremen
zadrzavanja (u odnosu ng@-Csgn-alkane za HP-5MS kolonu) s onima iz literaturey ka
I usporeuju¢i njihove spektre masa sa spektrima iz bibliotekesemih spektardiley
09 i NIST14 (eng. National Institute of Standardsand TechndlogRostoci
identificiranih komponenti iz uzoraka magéeesalame izraunati su iz povrSine GC
pikova.
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3.REZULTATI

Hlapljivi spojevi salame od mesa istarskog magaaoalizirani su vezanim
sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masakoloni HP-5MS. Rezultati
dobiveni analizom prikazani su tabio te u obliku kromatograma.

Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva trajndasae od mesa istarskog
magarca izolirani pontw plavog viakna

Redni broj RI? Spoj Udio(%)
1. <900 etanol 1.3
2. <900 butan-2-ol 8,9
3. <900 dialil-sulfid 0,4
a. 933 twjen 1,6
5. 942 a-pinen 6.2
6. 981 sabinen 8,7
7. 976 f-pinen 6.9
8. 994 $-mircen 5,0
9. 1010 a-felandren 31
10. 1017 s-3-karen 12,3
11. 1021 a-terpinen 13
12, 1031 p-cimen 18
13. 1035 limonen 18,3
14, 1065 J-terpinen 3,2
15. 1082 dialil-disulfid 1,5
16. 1092 a-terpinolen 11
17. 1181 terpinen-4-ol 1,8
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18. 1195 2-metoksi-4-metilfenol 0,6

19. 1406 metil-eugenol 1,9
20. 1422 transf-kariofilen 5,2
Ukupno identificirano (%) 91,1

! Retencijski indeks na koloni HP-5MS
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Slika 12. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spejérajne salame od mesa
istarskog magarca izoliran HS-SPME, pa@m@lavog vliakna

Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva trajsalame od mesa istarskog
magarca izolirani pomw sivog vlakna

Redni broj RI* Spoj Udio(%)
1. <900 etanol 1,9
2. <900 butan-2-ol 8,5
3. <900 dialil-sulfid 0,6
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a. 933 tujen 1,4
5. 942 a-pinen 4,5
6. 981 sabinen 5,9
7. 976 g-pinen 5,0
8. 994 f-mircen 4,4
9. 1010 a-felandren 2,6
10. 1017 J5-3-karen 9,8
11. 1021 a-terpinen 1.2
12. 1031 p-cimen 18
13. 1035 limonen 16,9
14. 1048 fenilacetaldehid 5,2
15. 1065 »terpinen 25
16. 1082 dialil-disulfid 1,8
17. 1092 a-terpinolen 0,9
18. 1181 terpinen-4-ol 2,3
19. 1195 2-etil-5-metilfenol 0,2
20. 1379 a-kopaen 1,6
21. 1406 metil-eugenol 3,7
22. 1422 transp-kariofilen 11,8

Ukupno identificirano (%) 94,5

! Retencijski indeks na koloni HP-5MS
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Slika 13. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spaj¢rajne salame od mesa
istarskog magarca izoliran HS-SPME, pamasivog vlakna

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva trajredame od mesa istarskog
magarca izolirani pontw destilacije potpomognute mikrovalovima

Redni broj RI* Spoj Udio(%)
1. 942 a-pinen 1,6
2. 964 benzaldehid 0.4
3. 981 sabinen 1,3
4, 976 B-pinen 1,3
5. 994 $-mircen 0,3
6. 1010 a-felandren 2,6
7. 1017 s-3-karen 1,6
8. 1031 p-cimen 0,2
9. 1035 limonen 15
10. 1048 fenilacetaldehid 08
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11. 1065 J-terpinen 0,4
12. 1071 trans-sabinen hidrat 0,4
13. 1181 terpinen-4-ol 1,7
14. 1318 deka-2,4-dienal 5,3
15. 1406 metil-eugenol 2,9
16. 1422 trans-kariofilen 1,2
17. 1523 4-metoksi-6-(2-propenil)- 1.6
1,3-benzodioksol
18. 1582 kariofilen-oksid 0.4
19. 1592 verdiflorol 03
20. 1827 izopropil-tetradekanoat 5,4
21. 1883 heksadekanol 0,5
22. 1928 metil-heksadekanoat 0,38
B | e | o
24, 1992 etll_hek;;?rilt(;;]oat (etil- 8.5
25. 2000 eikosan 01
26. 2059 (2)-oktadec-9-en-1-ol 0,8
27. 2089 oktadekan-1-ol 19
28. 2100 heneikosan 0,6
29. 2113 benzil-cinamat 03
30. 2123 metil-stearat 6,6
31. 2147 | (2)-oktadec-9-enska kiselina 10,1
32. 2160 etil-linolat 91
33. 2165 oktadekanska kiselina 7,9
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34. 2181 oleinska kiselina 3,0

35. 2193 etil-stearat 1,5

36. 2200 dokosan 0,5

Ukupno identificirano (%) 91,5

! Retencijski indeks na koloni HP-5MS
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Slika 14. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spaj¢rajne salame od mesa
istarskog magarca izoliran destilacijom potpomognumikrovalovima
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4.RASPRAVA

Proizvodnja trajne salame od mesa istarskog magatouhvéda mnoge
biokemijske i kemijske procese koji, ukoliko su lgipnizirani, daju salami posebnu
aromu. U ovom radu ispitan je kemijski sastav hiapl spojeva iz uzorka trajne
salame od mesa istarskog magarca. Hlapljivi spojgslirani su dvjema raalitim
metodama izolacije: mikroekstrakcijom vrsSnih para krutoj fazi i destilacijom
potpomognutom mikrovalovima, te analizirani spragnu tehnikom plinska
kromatografija — spektrometrija masa u cilju usplbee slénosti i razlika dobivenih
rezultata.

Nakon izolacije metodom SPME koriét@lavo vlakno ukupno je identificirano
20 spojeva, dok su nakon izolacije pamaivog viakna identificirana 22 spoja (Tablice
2.1 3.) Sto predstavlja 91,1-92,1% svih izoliranifdentificiranih spojeva. Kemijski
sastav hlapljivih spojeva izoliranih metodom MADKaizan je u tablici 4. Ukupno je
identificirano 36 spojeva Sto predstavlja 91,5%uk&dpnih hlapljivih spojeva.

Najzastupljeniji spojevi izolirani ponda plavog vlakna su limonen (18,3%)-i
3-karen (12,3%). Drugi identificirani za aromu bispojevi su: butan-2-ol (8,9%),
sabinen (8,7%)p-pinen (6,9%),a-pinen (6,2%) transS-kariofilen (5,2%) if-mircen
(5%), y-terpinen (3,2%)a-felandren (3,1%), metil-eugenol (1,9%).cimen (1,8%),
teprinen-4-ol (1,8%). Svi ostali identificirani gpwi prisutni su u udjelima manjim od
1,6%, iako je vazno istaknuti prisutnost organosoiropih spojeva i to dialil-disulfida
(1,5%) i dialil-sulfida (0,4%).

KoriStenjem sivog vlakna, kao i kod izolacije paio plavog vlakna,
najzastupljeniji spoj je limonen (16,9%), dok 4e3-karen prisutan u nesSto manjem
udjelu (9,8%). Drugi najzastupljeniji spoj feans-kariofilen (11,8%)¢iji je udio
zn&ajno vei od onog dobivenog izolacijom porfo plavog vlakna. Spoj koji nije
pronaien koriStenjem sivog vlakna je 2-metoksi-4-metitfenlok koriStenjem sivog
vlakna nisu identificirani fenilacetaldehid, metiffol i a-kopaen. Svi ostali spojevi
identificirani su u oba sliaja. Uz trans#-kariofilen, pom@u sivog vlakna,u wem
udjelu izolirano je samd@etiri spojeva i to etanol (1,9%), teripen-4-ol @) dialil-
disulfid (1,8%) i dialil-sulfid (0,6%).

Najzastupljenije komponente izolirane metodom MAD(Z)-oktadec-9-enska
kiselina (10,1%), etil-linolat (9,1%), etil-heksa@@moat (8,5%) i heksadekanska kiselina

31



(8,1%). Drugi kvantitativno bitni spojevi su: oktdnska kiselina (7,9%), metil-stearat
(6,6%), izopropilt-tetradekanoat (5,4%), deka-2idndl (5,3%), oleinska kiselina (3%),
metil-eugenol (2,9%),a-felandren (2,6%). Zbog velike koéine masti u uzorku
ocekivao se veliki postotak masnih kiselina. Akumytaslobodnih masnih kiselina
rezultat je hidrolize triglicerida. Miitim, slobodne masne kiseline su slabo hlapljive te
nemaju zn&jnog utjecaja na miris trajne salame od mesasistgrmagarcé29).

Kao jedan od produkata lipolikog autooksidacijskog procesa nastaju linearni
zasteni (G-Cyo) i nezasteni (G-Cq1) aldehidi. Aldehidi su spojevi koji imaju izrazite
mirisne karakteristike i u pravilu pridonose arqd@4). Metodom MAD izoliran je samo
jedan zasieni aldehid i to deka-2,4-dienal (5,3%). Fenilaltethid je identificiran
metodom MAE (0,8%) i SPME metodom poéncsivog vliakna (5,2%).

Spojevi koji takder potj&u od oksidacije lipida su alkani i alkoholi. Oni gwo
nastati oksidacijom metil razgranatih masnih kiselikoje su u malim kalinama
zastupljene u animalnim tkiviméd5). Moguta posljedica lipidne oksidacije masnih
kiselina jest identifikacija heksadekanola (0,5&&tadekan-1-ola (1,9%)(£)-oktadec-
9-en-1-ola (0,8%) metodom MAD. Alkoholi tater mogu nastati lipolizom,
proteolizom, mikrobioloSkom aktivnég te mogu potjecati od Zma dodanih
magaréoj salami. SPME metodom identificirani su butant2icetanol koji mogu
potjecati od vina dodanog u procesu proizvodnjgnérasalame od mesa istarskog
magarca. Alkani izolirani MAD su heneikosan (0,6#g9kosan (0,5%) i eikosan (0,1%)
medutim, oni imaju nizi prag mirisne detekcije od dtkda pa je i njihov utjecaj na
aromu izrazenij{46).

Etilni esteri nastaju enzimatski u zadnjem stadijenja reakcijom iznid
kiselina i alkohola(44), a tri su etilna estera izolirana mikrovalnom ekistijom: etil-
linolat (9,1%), etil-heksadekanoat (8,5%) i etgatat (1,5%).

Terpeni su spojevi koji potje od dodanih zana. U ovom radu izolirano je 16
razlicitih terpena u udjelima od 0,2% do 18,3%. Najzdgtapi terpeni izolirani SPME
metodom su limonenj-3-karen,transg-kariofilen, sabineng-pinen (5,0-18,3%) dok
su metodom MAD u najem udjelu izolirania-felandren, a-pinen, J-3-karen |
limonen (1,5-2,6%). Pojavljivanje terpena u ovaksokom postotku nije iznedajuce
buditi da se u procesu proizvodnje upotrebljavajéirassa zndajnim udjelom terpena
kao Sto su crni papar, muSkatni @idas ruzmarin, korijander, piment i karadamom.

Nadalje, prisustvo limonena i drugih terpena daj@no je u trajnim fermentiranim
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proizvodima jer su oni konstituenti neosaponifigiteh frakcija biljne masti Sto zia
da dolaze ishranom i akumuliraju se u tijelu Zinf(15).

Drugi vazni spojevi koji potju od z&ina su organosumporovi spojevija
prisutnost je vjerojatno uzrokovana dodatk@®sSnjaka. Organosumporovi spojevi
izolirani su samo SPME metodom te su identificirdwa spoja: dialil-disulfid i dialil-
sulfid. Kada se&esnjak izreze ili zdrobi dolazi do aktivacije enai@liinaze koji djeluje
na aliin i nastaje alicitiija je struktura nestabilna te se raziyij@ kroz nekoliko putova.
Tako su dialil-disulfid i dialil-sulfid najvjerojaije direktni produkti razgradnje alicina
(18).

NH»

o} NH i
aliinaze SOH
|| o /\/ + +  NH,
/’/\\\/ S\\_’ COOH
coon  THO G . . o
prop-2-enil sulfonska kiselina pirogrozdana kiselina

aliin

o

%)
/\| ‘\/| / -H,0 . P St

S /\v/
S
alicin
2 x prop-2-enil s.ulf'onska leiselina
5
o //‘\\/ \\/'\\\\\
|| dialil-sulfid
S
/‘\/ ~ /\\/ S0
alicin /\\/ ™ /\\-/
dialil-disulfid

Slika 15. Shema nastajanja dialil-sulfida i dialil-disulfi¢&7,48)

Najmanje zastupljena kemijska skupina spojevaalizranom uzorku su fenoli.
SPME metodom izolirana su dva spoja i to 2-metdksietilfenol (0,6%, koriStenjem
plavog vlakna) 2-etil-5-metilfenol (0,2%, koriStemp sivog vlakna). Fenoli i
metoksifenoli su aromatski spojevi s aromom po dipaljevini i zagorenomé49). S
obzirom na to da se trajna salama od mesa istansiaggarca u procesu proizvodnje
izlaze hladnom dimljenju u trajanju od 30 minutdnaya identifikacija u ovako niskom
postotku je ¢ekivana.

Hlapljive komponente izolirane SPME metodom mogupsdijeliti u alkohole,
terpene, organosumporove spojeve, fenole i aldelidke spojevi izolirani metodom

MAD pripadaju grupama masnih kiselina, aldehidéeres alkana, terpena i alkohola.
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5.ZAKLJU CAK

Uzimajwi u obzir dobivene rezultate, kao i raspravu oveyrZnog rada moZzZe se

zakljuweiti:

» Dobiveni rezultati pokazuju veliku raznolikost iddiciranih hlapljivih spojeva

ovisno o koristenoj metodi izolacije.

* Mikroekstrakcijom vrSnih para na krutoj fazi seigkb se izoliraju hlapljivi

spojevi vrsnih para trajne salame od mesa istarsiaggarca.

e U SPME analizi najzastupljeniji spojevi su limoneh3-karen, butan-2-ol i
transg-kariofilen. Spoj koji nije izoliran koriStenjemwag vlakna je 2-metoksi-
4-metilfenol dok koriStenjem sivog vlakna nisu itBairani fenilacetaldehid,

metilfenol ia-kopaen.

e Destilacijom potpomognutom mikrovalovima izolirajuse hlapljivi i

poluhlapljivi spojevi.

* Glavni spojevi identificirani MAD metodom suyZ)-oktadec-9-enska kiselina
(10,1%), etil-linolat (9,1%), etil-heksadekanoats®) i heksadekanska kiselina
(8,1%).

* Metodom MAD izolirani su poluhlapljivi spojevi kojeisu izolirani koriStenjem

SPME metode jer je ona kvalitativha tehnika kojatawrSne pare uzorka.

Uzevsi u obzir da se SPME metodom selektivno iaplihlapljivi spojevi vrsnih para
dok se metodom MAD izoliraju hlapljivi i poluhlaplj spojevi u daljnjim
istrazivanjima bilo bi potrebno analizirati viSeanaka koriStenjem raziitih analitickih
tehnika kako bi se dobio Sto precizniji kemijskofar hlapljivih spojeva trajne salame

od mesa istarskog magarca.
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