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1.0 UVOD

Riba je namirnica koja predstavlja vazan dio uravnotezene prehrane. Bogata je proteinima
visoke bioloske vrijednosti te esencijalnim, viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama,

poznatijim kao omega — 3 masnim kiselinama koje dokazano pogoduju ljudskom zdravlju.

Ukoliko se ribom ne rukuje na propisan nacin, s vremenom dolazi do nepozeljnih promjena
boje, mirisa i teksture. Budu¢i da se radi o organizmima izrazito kratkog roka trajanja, potrebno
je pravilnom manipulacijom usporiti odvijanje reakcija koje doprinose procesu kvarenja.
Snizenje temperature zamrzavanjem jedan je od mogucih na¢ina produljenja trajnosti proizvoda
ribarstva. Zamrzavanje uspjesno inhibira razvitak mikroorganizama, no ne sprjeava U
potpunosti odvijanje autolitickih procesa, a tijekom dugotrajnijeg skladistenja, prvenstveno kao
posljedica neenzimskih aktivnosti, dolazi i do oksidacije masti te razvoja uzeglosti. Na obujam
oksidacije masti osim trajanja skladistenja, utjeCu i temperatura, koncentracija kisika te uvjeti
provedbe zamrzavanja, kao i unutarnji ¢imbenici koji obuhvacaju udio masti u ribi te sastav

masnih kiselina.

U ovome radu identificirani su i kvantificirani hlapljivi spojevi nastali tijekom skladistenja
osli¢a i skuse u zamrznutom stanju. Analiza je provedena na svjezem uzorku te nakon priblizno
1, 2, 5 i 10 mjeseci, a koriStene su tehnike mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi i plinsko
kromatografsko — maseno spektrometrijske instrumentalne metode. Pracene su promjene u
koncentracijama 14 odabranih spojeva koji su poznati iz znanstvene literature kao potencijalni
pokazatelji kvarenja, a provedena je i analiza koja je obuhvatila sve identificirane spojeve, s
posebnim naglaskom na one koji se pojavljuju i 1.1 10. mjeseca skladistenja. Cilj ovog rada je
okarakterizirati kvarenje pomocu hlapljivih spojeva nastalih tijekom skladistenja, kao i njihova

kvantifikacija te odrediti one spojeve koji su najpogodniji za pracenje kvarenja.



2.0 TEORISKI DIO

2.1 RIBA U LJUDSKOJ PREHRANI

Riba je nutritivno vrijedna namirnica koja se odlikuje pogodnim kemijskim sastavom, posebice
esencijalnim masnim kiselinama, aminokiselinama te pojedinim vitaminima i mineralima koji
su prijeko potrebni konstituenti kvalitetne ljudske prehrane. Najznacajniji je prirodni izvor
polinezasi¢enih masnih kiselina koje dokazano pogoduju sveopéem ljudskom zdravlju, a

obiluje i vitaminima A, D, E i K koji imaju klju¢ne uloge u metabolizmu.

Osnovni kemijski sastav ribe je vrlo varijabilan i ¢ini 16 — 21 % proteina, 0,2 — 25 % masti, 1,2
—1,5 % minerala, 0 — 0,5 % ugljikohidrata i 66 — 81 % vode (Love, 1970). Razlikuje se izmedu
pojedinih vrsta, kao i unutar iste vrste. Neki od ¢imbenika o kojima ovisi jesu vrsta ribe, dob,
veli¢ina, spol i spolna zrelost, na¢in ishrane, geografsko podrucje ulova i godis$nje doba (Silva

i Chamul, 2000).

U odnosu na meso sisavaca koje se koristi u prehrani, meso ribe je male energetske vrijednosti,
sadrzi vrlo malo vezivnog tkiva, ne sadrzi elastin, bjelan¢evine koje sadrzi su lakse probavljive
(u prosjeku 2 do 3 sata), bolje iskoristive i pogodnijeg aminokiselinskog sastava, a masti
sastavljene od dugackih lanaca (14 — 22 C atoma) i pretezito nezasi¢enih masnih kiselina

(Cvrtila i Kozacinski, 2006).

2.1.1 Masti i masne kiseline

Masti su po svom kemijskom sastavu smjesa triacilglicerola i masnih kiselina (na jednu
molekulu glicerola esterski su vezane 3 masne kiseline) (Sikorski, 1990 navedeno u Simat i
sur., 2009).

U ribljim lipidima razlikujemo zasi¢ene (SFA), mononezasi¢ene (MUFA) i polinezasi¢ene
masne kiseline (PUFA). Njihovi se razmjeri u ukupnim lipidima razlikuju. Medu zasi¢enim
masnim kiselinama dominira palmitinska kiselina (C16:0), a medu mononezasi¢enim oleinska
kiselina C18:1. PUFA mozemo podijeliti u dvije biokemijske skupine — omega-3 (0-3) i
omega-6 (o—6), koje imaju razli¢iti bioloski utjecaj. Kvantitativno medu PUFA prevladavaju

eikozapentaenska (EPA, 20:5) i dokozaheksaenska kiselina (DHA, 22:5), takozvane ®—3 masne



kiseline. Manji udio ¢ine w—6, u koje ubrajamo arahidonsku (20:4), eikozadiensku (20:2) i
linolnu kiselinu (18:2) (Guizani i sur., 2015, Moradi i sur., 2011). Riblja se mast ve¢im dijelom
sastoji od nezasi¢enih masnih kiselina (3040 %), Sto ribe c¢ini posebno podloznim

oksidacijskim procesima i kvarenju (Cvrtila i Kozacinski, 2006).

Slika 1. Strukturne formula najznacajnijih masnih kiselina

prisutnih u ribljim lipidima. Redom: C16:0, C18:1, EPA i

DHA
Buduci da je riblje meso posebno varijabilno u pogledu koli¢ine masti, ovisno o tom parametru,
ribe se razvrstavaju u 3 kategorije: nemasne — do 3 % masti, srednje masne — do 8 % masti i
masne s koli¢inom masti koja iznosi vise od 8 % (Cvrtila i Kozacinski, 2006). Generalno, plava
je riba (skusa) masnija od bijele (osli¢) i shodno tome bogatija blagotvornim -3 masnim
kiselinama. Uzrok tome je razli¢ita raspodjela masti; u plave je ribe mast pohranjena u masnim

stanicama po c¢itavome tijelu, a u bijele uglavnom u jetri te manjim dijelom u trbusnoj Supljini.

Sto se ti¢e sezonskih varijacija u koli¢ini i sastavu lipida osli¢a, Kiiciikgiilmez i suradnici (2007)
su u svome istrazivanju utvrdili kako udio masti varira izmedu 0,27 i 1,24 %. Najvise vrijednosti
dosegnute su na jesen, a najnize u proljece, kada osli¢ koristi masti kao izvor energije u svrhu
reprodukcije. Na profil prisutnih masnih kiselina utje¢u prehrana, salinitet, temperatura, vrsta
ribe, spol, veli¢ina i zemljopisna lokacija. Temperatura znacajno utje¢e na nacin da se razina
nezasi¢enosti povisuje pri nizim temperaturama jer je tada potreban visi stupanj nezasi¢enosti
masnih kiselina kako bi se odrzale fleksibilnost i permeabilnost membranskih fosfolipida.
Shodno tome, ukupne PUFA, posebice EPA i DHA, bile su vise tijekom zime. Guizani i
Moujahed (2015) su ispitivanjem na skusi na sli¢an nacin ustanovili kako udio masti iznosi 11,1

% na proljece te se snizuje na 4,5 % tijekom ljeta. Najvisa razina PUFA dosegnuta je u jesen, a
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najniza u prolje¢e. Medu njima je najzastupljenija bila DHA s najvisom vrijednosti u jesen (40,1
%).

Smatra se da ®—3 dugolan¢ane PUFA imaju brojne povoljne u¢inke na ljudsko zdravlje.
Sastavni su dio staniéne membrane te utjeu na njezinu viskoznost, djeluju protuupalno,
potrebne za pravilan razvoj fetusa i zdrav proces starenja. Nedovoljan unos povezan je sa
razvojem upalnih procesa, nepravilnim razvojem fetusa, kardiovaskularnim poteskocama i
poviSenim rizikom od nastanka Alzheimerove bolesti. Kao preventivno djelovanje na razvoj
kardiovaskularnih bolesti preporuc¢a se dnevno konzumirati 500 mg EPA i 1000 mg DHA
(Swanson i sur., 2012, Vrablik i sur., 2009).

2.1.2 Osli¢

Osli¢ (Merluccius merluccius) pripada porodici mekusica (Gadidae). Jedna je od najznacajnijih
komercijalnih vrsta demerzalnog ribarstva u Jadranskom priobalju. Osim u Sredozemlju,
rasprostranjen je na atlantskoj obali Europe, zapadnom dijelu Sjeverne Afrike te duz juzne obale
Crnog mora (Cohen i sur., 1990, Ungaro i sur., 2001). Danju se zadrzava blize morskome dnu,
a tijekom no¢i se odmice prema visim slojevima mora, zbog ¢ega se smatra i demerzalnom i
pelagi¢kom ribom. Uglavnom obitava u podru¢ju izmedu 70 i 370 m dubine, no moguce ga je
prona¢i i u obalnom predjelu (30 m), kao i na dubini od 1000 m (Cohen i sur., 1990, Korta i
sur., 2015).

Tijelo osli¢a je izduZeno i valjkasto te pokriveno sitnim ljuskama koje lako otpadaju. Leda su
sivo-smede, a trbuh srebrnastobijele boje. Ima dvije ledne peraje, donju ¢eljust dulju od gornje,

a u ustima 2 do 3 niza iglastih zuba (Anonymous 1, n.d.).

Slika 2. Osli¢ (Merluccius merluccius) (Anonymous 1, n.d.)


http://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=45702

Mrijestenje je dugi period koji varira u razli¢itim populacijama. Na Mediteranu traje od
prosinca do lipnja te se odvija na dubini izmedu 100 i 300 m. Mladi osliéi Zive na mutnome
dnu do 3. godine, kada se priblizavaju obali. Zenke zrelost dostizu unutar 7, a muZjaci unutar 5
godina. Zenke rastu brze od muzjaka, dok opéenito jedinke koje obitavaju na Mediteranu rastu
sporije. U predjelu Mediterana u trenutku zrelosti Zenke su velike izmedu 36 i 40 cm, a muZjaci
26 do 27 cm. Odrasle se jedinke hrane uglavnom ribom (mali osliéi, sardele, sardine) i lignjama,

a mladi planktonskim rakovima (Cohen i sur., 1990).

Osli¢ se tijekom povijesti, posebno u predjelu zapadne Europe, smatrao bitnom prehrambenom
namirnicom. Primarno se lovi parangalom i koc¢ama. Prema podacima FAO 1999. godine
ukupno je ulovljeno 68 569 t, a prednjacile su Spanjolska s 22 931 ti Italija s 9 754 t (Cohen i
sur., 1990, FAO, 2016a). Kemijski sastav varira ovisno o fazi reproduktivnog ciklusa, kretanju
i prehrani. Prosje¢no sadrzi 80 % vode, izmedu 0,4 i 1 % masti te 17,8 — 18,6 % proteina
(Murray i Burt, 2001).

2.1.3. Skusa

Skusa (Scomber scombrus) je riba kostunjaca iz porodice skusa (Scombridae). Rasprostranjena
je u predjelima isto¢nog i zapadnog Atlantiku te Sredozemnog i Crnog mora. Ubraja se u
epipelagicke i mezodemerzalne vrste. Zivi u plovama te migrira ovisno o temperaturi — zimu
provodi u ve¢im dubinama, a u proljece, kada temperatura mora dosegne izmedu 11 °C i 14 °C,

priblizava se obali (Anonymous 2, n.d., Collette i Nauen, 1983).

Tijelo skuse je izduzeno, vretenasto, spljoSteno na bokovima te se stanjuje u tanak rep s velikom
raCvastom repnom perajom. Iza druge ledne 1 podrepne peraje nalazi se 4 do 9 pojedinacnih
manjih peraja. Glava joj je duga, a gubica Siljasta. Ledna je strana modre ili modrikasto-

zelenkaste boje s popre¢nim crnim prugama, a trbusna bijelo-srebrnaste (Anonymous 2, n.d.).

Slika 3. Skusa (Anonymous. n.d.)



Populacija koja obitava na Mediteranu, zrelost doseze pri veli¢ini od oko 30 cm, a mrijesti se
izmedu ozujka i travnja (Collette i Nauen, 1983). Mlade se ribe hrane zooplanktonom, a odrasle
jedinke ribljom mladi i srdelicama. U Jadranu dosegne maksimalnu veli¢inu od 45 ¢m, dok u

Atlantiku naraste do 60 cm. Zenke dosegnu veéu veli¢inu od muzjaka.

Najcesci nacin ulova skuse je pomocu mreza plivarica. Prema izvjeséu FAO, 1999. godine
ukupno je ulovljeno 610 947 t skuSe. Zemlje s najve¢im prometom skuse bile su Ujedinjeno
Kraljevstvo sa 166 658 t i Norveska sa 160 816 t (Anonymous 2, FAO, 2016b). Sto se tice
kemijskog sastava, udio vode iznosi 60 — 74 %, masti 1-23,5 %, a proteina 16 — 20 % (Murray
i Burt, 2001). Skusa je poznata kao riba s vrlo visokim udjelom masti prije perioda mrije$¢enja
te predstavlja jedan od najbogatijih izvora dugolancastih polinezasi¢enih masnih kiselina (LC
— PUFA) (Hattour, 2000 navedeno u Guizani i Moujahed, 2015). Nakon perioda mrije$¢enja

drasti¢no opada udio masti te tada iznosi oko 1 %.

2.2 POST-MORTALNE PROMJENE KOD RIBA

Odmah nakon smrti proizvoda ribarstva nastupaju post — mortalne promjene (post-mortem)
tijekom kojih dolazi do postupnog opadanja svjezine ribe te s viemenom do nastanka kvarenja.
Opadanje svjeZine posljedica je autolitickih i1 bakterioloskih reakcija, a opaza se kroz promjene
boje, mirisa i teksture ribe (Vidacek, 2013). Kvarenje ribe prati nekoliko faza: nastanak rigor
mortisa (mrtvacke ukoCenosti), prestanak rigor mortisa, autoliticke promjene te bakterioloSke
promjene, koje se pojavljuju razli¢itom brzinom, ovisno o vrsti ribe, fizioloSkom stanju,

mikrobnoj kontaminaciji te temperaturi (Ocano-Higuera i sur., 2009).

Kako bi se produzio rok trajanja ribe, pozeljno je produljiti vrijeme pocetka i nestanka mrtvacke
ukocenosti (Vidacek, 2013.), pri ¢emu je potrebno voditi ra¢una 0 nekoliko glavnih faktora koji
direktno utje¢u na brzinu nastanka i prestanka mrtvacke ukocenosti. Brojni su znanstvenici
eksperimentalno proveli istrazivanja koja su ukljucivala varijacije u nekim od ¢imbenika.
Skjervold i suradnici (2001) su na atlantskom lososu ispitali odgovor na stres uslijed postepenog
hladenja morske vode, povecane gustoce riba te njihovih kombinacija. O¢ekivano, rigor mortis
je nastupio ranije u grupama koje su bile izloZene stresu uslijed guzve. Takoder, riba koja je
bila prethodno hladena, dosegla je maksimalni rigor mnogo kasnije. Opazeno je i kako vece
ribe dosezu vecu vrijednost rigora. Bagni i suradnici (2007) su ispitivanjem na oradi i brancinu

potvrdili u¢inak guzve na ranu pojavu rigora te uocili kako ribu podvrgnutu stresu nakon smrti
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zahvaca intenzivniji rigor. Brzina nastanka i prestanka mrtvac¢ke ukocenosti ovisi i 0 naéinu
omamljivanja, aktivnosti ribe od ulova do smrti, manipulaciji nakon ulova, temperaturi misicja
u trenutku ulaska u stanje rigor mortisa, gladovanju ribe prije ulova, vrsti i veli¢ini ribe te
periodu izlova (Vidacek, 2013).

2.3 KONZERVIRANJE ZAMRZAVANJEM

Svjezu riba zbog specificnog sastava i grade ubrajamo u lako kvarljive namirnice. Kvarenje
ribe je uzrokovano rastom i razvojem mikroorganizama, aktivno$¢u enzima iz visceralnih
organa, koji vertikalno zagaduju misiéni dio ribe i dovode do negativnih senzornih promjena
(Karahmet i sur., 2013). Kako bi se produzio rok trajanja i odrzale Zeljena kvaliteta i nutritivna
vrijednost nuzno je pravilno manipulirati ribom i odgovarajuce ju skladistiti (FAO, 2016c).
Kontrola temperature, ukljucujuéi zamrzavanje, jedan je od na¢ina produljenja trajnosti ribe.

Tijekom zamrzavanja potrebno je sniziti temperaturu namirnice na minimalno -18 °C.
Produljenje trajnosti hrane procesom zamrzavanja temelji se na kombiniranom efektu sniZzenja
temperature hrane te kristalizaciji i izdvajanju kemijski Ciste vode, $to rezultira koncentriranjem
unutarstani¢ne i izvanstanicne tekucine, smanjenjem aktiviteta vode hrane, blagim snizenjem
pH — wvrijednosti, inhibicijom mnogih enzimskih reakcija i inhibicijom razvitka

mikroorganizama (Vidacek, 2013).

2.3.1 Promjene na ribi tijekom zamrzavanja i skladiStenja

Nakon zamrzavanja ribe, bakterijsko kvarenje prouzrokovano egzogenim enzimima prestaje, a
autoliticke promjene uslijed raspada kemijskih sastavnica ribe djelovanjem unutrasnjih enzima
su spore i minimalno dopridonose gubitku kvalitete. No, zbog visoke nezasi¢enosti ribljih
lipida, dolazi do njihove hidrolize i oksidacije $to utje¢e na razvoj uzeglosti, denaturaciju
proteina, promjenu teksture te sveop¢u prihvatljivost ribe za konzumaciju (Orak i Kayisoglu,
2008). Uslijed formiranja kompleksa oksidiranih lipida i proteina dolazi do akumulacije
pigmenata i posljedi¢no do nastanka zuto — smede diskoloracije (Frankel, 2005, Iglesias i sur.,
2009).

Zamrzavanje uzrokuje denaturaciju proteina i posljedi¢no smanjenje njihovih funkcionalnih
svojstava, Sto rezultira tvrdoc¢om teksture i1 gubitkom tekucine. Navedene promjene

prevladavaju na ribi koja sadrZzi nizak udio masti, dok su masne ribe podloznije oksidaciji masti.



2.3.2 Hidroliza i oksidacija lipida

Osim u triacilglicerolima koji se nalaze u pohranjenoj masti, do oksidacije dolazi i u
polinazasi¢enim masnim kiselinama koje se nalaze u strukturalnoj masti. Pri temperaturama
nizim od 0 °C rok trajanja ribe limitiran je stvaranjem slobodnih masnih kiselina (SMK) uslijed
hidrolize triacilglicerola lipazama te fosfolipida fosfolipazama. SMK nastaju prvenstveno u
neevisceriranoj ribi zbog utjecaja probavnih enzima. Same po sebi daju neugodan, ‘’sapunast’’

miris, a utjeCu i na pojacan proces oksidacije (Frankel, 2005, Huss, 1995).

Lipidna oksidacija rezultira formiranjem hidroperoksida kao primarnih produkata, koji se zatim
razlazu na razli¢ite sekundarne, hlapljive komponente, ukljuc¢ujuci aldehide, ketone i alkohole
koji smanjuju senzornu kvalitetu ribe (Agustinelli i Yeannes, 2015).

Riba sadrzi prirodni antioksidacijski sustav kao i prooksidanse koji generiraju slobodne radikale
te djeluju kao inicijatori lipidne oksidacije (Frankel, 2005). Inicijacija proizlazi iz razli¢itih
ranih post mortem promjena u ribljem tkivu koje remete prirodnu ravnotezu izmedu oksidansa
1 prooksidansa, a ukljucuju akumulaciju aktivnih kisikovih vrsta, aktivaciju hemoproteina,
porast koncentracije slobodnog Zeljeza te potro$nju antioksidansa (Olafsdottir i sur., 1997).
Inicijacija ukljucuje izdvajanje vodikovog atoma od centralnog ugljika u pentadienskoj
strukturi koju mozemo naci u vecini acilnih lanaca masnih kiselina koje sadrze vise od jedne
dvostruke veze. Za razliku od nativne molekule, lipidni radikal reagira brzo s atmosferskim
kisikom tvorec¢i peroksidni radikal koji moze ukloniti vodik s drugog acilnog lanca tvorec¢i
pritom lipidni hidroperoksid i novi radikal. Propagacija se nastavlja sve dok se jedan od radikala
ne ukloni reakcijom s drugim radikalom ili pak s antioksidansom koji rezultira nastankom
mnogo inertnijeg radikala. Hidroperoksidi nastali tijekom propagacije nemaju okus, no lako se
raspadaju na krace ugljikove lance, takozvane sekundarne produkte autooksidacije, a to su
uglavnom aldehidi, ketoni, alkoholi, manje karboksilne kiseline i alkani. Navedeni spojevi tvore
Sirok spektar mirisa, a ponekad i Zutkastu diskoloraciju. Hidroperoksidi mogu nastati i
enzimski, katalizirani lipoksigenazom koja je prisutna u razli¢itim tkivima, najvise ispod koze
i u Skrgama. No, buduci da enzim nije stabilan, zamrzavanjem mu se uni$tava aktivnost te je
bitan za proces lipidne oksidacije samo u svjezoj ribi (Huss, 1995).

Brzina i obujam oksidacije ovise o udjelu masti, sastavu masnih kiselina, koncentraciji kisika,
aktivnoj povrsini, nac¢inu provedbe zamrzavanja te temperaturi i trajanju skladistenja (Vidacek,

2013).



Lipidna se oksidacija moze usporiti pomocu sintetskih ili prirodnih antioksidansa (tokoferoli,
flavanoidi) te metalnih kelatora (EDTA, askorbat, fosfat). Oni su djelotvorniji na usitnjenoj ribi
gdje im struktura dopusta laksu inkorporaciju s lipidima, §to nije slucaj kod cijele ribe. Razvoj
uzeglosti moze se usporiti 1 smanjenjem izlozenosti zraku te koriStenjem vakuum pakiranja i

pakiranja u kontroliranoj atmosferi (Frankel, 2005).

2.4 HLAPLJIVI SPOJEVI KAO POKAZATELJI SVIEZINE RIBE

Miris ribe jedan je od osnovnih parametara koji se koristi za procjenu svjezine. Karakteristi¢ni
hlapljivi spojevi koji imaju znatan utjecaj na ukupnu aromu pogodni su za pracenje svjezine ili
kvarenja ribe. U Tablici 1. nalazi se detaljna klasifikacija tih spojeva te njihov doprinos aromi.
Hlapljivi produkti razgradnje dugolanc¢anih omega—3 polinezasi¢enih masnih kiselina imaju
nisku razinu detekcije (ppb) te se mogu identificirati ve¢ pri vrlo niskom stupnju oksidacije.
Razliciti aldehidi prepoznati su kao nosioci karakteristiénog mirisa 1 okusa oksidirane ribe, a
opisuje se kao uzagao, riblji te nalik boji 1 ulju bakalarove jetre. Oksidacija nezasi¢enih masnih
kiselina tijekom skladistenja i procesiranja masnije ribe vodi do formiranja hlapljivih spojeva
te je povezana s nastankom 2-pentenala, 2-heksenala, 4-heptenala, 2,4-heptadienala i 2,4,7-
dekatrienala. Neki od spojeva za koje se smatra da imaju najveéi utjecaj na miris ukljucuju 1,5-
oktadien-3-on, 2,6-nonadienal, 3-heksenal i 3,6-nonadienal (Frankel, 2005, Iglesias i Medina,
2008). Hlapljiva priroda takvih spojeva ¢ini ih prikladnima za GC i senzorsku analizu. Nedavno
je evaluacija hlapljivih spojeva postala jedna od prihvacenih metoda za mjerenje lipidne
oksidacije, no valja imati na umu da nestabilnost razli¢itih produkata utjee na teskoce u
interpretaciji rezultata te moze upucivati na varljive rezultate. Stoga je prilikom pracenja
progresije lipidne oksidacije bitno koristiti vise od jedne metode (Olafsdéttir, 1997, Iglesias i
sur., 2009).



Tablica 1. Vrste arome u ribi i primjeri spojeva odgovornih za aromu (prema Olafsdottir, 2015)

Riblja aroma Klasifikacija kemijskih Primjeri spojeva Opis arome Prag osjetljivosti
spojeva u vodi
Svjeza riblja C6 - C9 alkoholi i Heksanal/ t-2-heksenal, Zelena, aldehidna 4,5ppb / 17ppb
aroma karbonili
Karakieristicna 1-okten-3-ol/1-okten-3-on Glljive 10ppb / 0,009ppb
1,5-oktadien-3-ol Teska zemljana, gljive 10 ppb
1,5-oktadien-3-on Geranij 0,00 ppb
2,6- nonadienal Krastavci 0,00 ppb
3,6-nonadienol Krstavci,dinja 10 ppb
Bromofenoli 2,6-dibromfenol Jod i skoljke 0,0005 pgkg™
2,4,6- tribromfenol Morska riba 0,6 ugkg
2-bromfenol Morski,brodski miris
N-cikli¢ki spojevi Pirolidin Zemljana
Piperidin
Aroma Kratkolanéani alkoholi,  Etanol, propanol, butanol poput otapala 1-100 ppm
uzrokovana kratkolanc¢ani karbonili
mikrobiolo$kim 3-metil-1-butanol
kvarenjem Aceton, butanon poput otapala
Etanal,propanal
3-metilbutanal Slad 0,06 ppm
2-metilbutanal Slad 0,04 ppm
Amini Amonia, Amonijak 110 ppm
TMA Riblja, amonijak 30 ppm
DMA 0,6 ppm
Histamin
Putrecin Pokvarena
Kadevarin
Sumporni spojevi Hidrogen sulfid Sumporna,kuhana jaja 5-40 ppb
Metilmerkaptan Pokvareni,kupus 0,05 ppb
Metil sulfid Kupus 0,9 ugkg*
Dimetil disulfid Pokvarena, luk 12 ppb
Dimetil trisulfid Pokvarena,kupus i luk 0,01 ppb
bis-metiltio metan Cesnjak 0,3 pgkg™
Tioesteri
Aromatski Fenetil alkohol Stare ruze
Fenol, Fenolna 2 ppm
p-kresol Konjski gnoj 300 pgkg?
N-cikli¢ki spojevi Indol Naftalin, fekalije
Skatol
Kiseline Octena kiselina 34,2 ppm
Masla¢na kiselina Kisela, trula 32,8 ppm
Izomasla¢na kiselina
Oksidirana Nezasiceni aldehidi Heksanal Biljna, zelena 4,5 ppb
aroma c4-heptenal Karton, krumpir 0,04 ppb

2,4- heptadienal
2,4,7-dekatrienal

Mirsi oksidirane ribe
Dim,riblja,ulje
bakalara

Aroma nastala
preradom

2,4-heptadienal i
3,5-oktadien-2-on

Metional
2-metil-3-furantiol

Zreli in¢uni

Kuhane rajc¢ice
Konzervirana tuna

Aroma okolisa

Metil sulfid
Geosmin
2-metil-izo-borneol

Petrolej

Zemljana, blato
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2.5 KONTROLA KVALITETE PROIZVODA RIBARSTVA

Pojam kvalitete u ribljoj se industriji najcesc¢e poistovjecuje s vanjskim izgledom i svjezinom
te se odnosi na razinu kvarenja. S druge strane, vladine organizacije, koje su prvenstveno bave
zdravstvenom ispravno$éu, pod pojmom kvalitete podrazumijevaju odsutnost Stetnih tvari
poput kemikalija, parazita ili patogenih organizama, odnosno bioloskih, kemijskih i fizikalnih
opasnosti. Razvijene su mnogobrojne metode za procjenjivanje razli¢itih aspekata kvalitete

(Huss, 1988).

Parametri kvalitete ribe mijenjaju se ovisno o uvjetima prilikom smrti (stres prije i nakon ulova)

i skladiStenja (rukovanje i temperatura). Na relativne promjene u kvaliteti ukazuju:

I.  lzgled (fizicke ozljede, pucanje mesa, boja)
Il.  TehnoloSke osobine (razvitak rigora, tekstura, sposobnost vezanja vode, skupljanje
fileta)
I1l.  Indikatori svjezine (dielektricna svojstava, impedancija, K vrijednost), odnosno
kvarenja (biogeni amini, produkti lipidne oksidacije)
IV.  Senzorska kvaliteta sirove ribe (izgled koze, stanje rigora, o¢i, Skrge, boja, miris, sluz,

stanje mesa) i rok trajnosti (Poli i sur., 2005)

2.5.1. Organolepticka procjena

Kvarenje ribe utjeCe na karakteristicne promjene u izgledu, mirisu, okusu i teksturi. U
Europskoj Uniji za kategorizaciju svjeze ribe ovisno o kvaliteti koristi se EU shema. Nedostatak
metode jest taj Sto koristi opée parametre, neovisno o vrsti ribe te ne moze odrediti rok trajanja
ribe.

Odredivanje indeksa kakvoce (QIM) je objektivna senzorska evaluacija koja ocjenjuje kvalitetu
ribe i predvida rok trajanja (Toldra i Reig, 2011). Svakom se parametru pritom dodjeljuju
bodovi ovisno o kriterijima koje zadovoljava.

Za procjenu svjezine ribljih fileta upotrebljava se Torry — scale metoda. Temelji se na

ocjenjivanju kuhanih fileta uz pomo¢ definirane deskriptivne ljestvice.
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2.5.2 Instrumentalne metode

Najzastupljenije instrumentalne metode koje se primjenjuju za ocjenjivanje kvalitete ribljeg
mesa su Trimetilamin dusik (TMA — N) i Ukupni hlapivi bazni dusik (TVB — N).

njegove koncentracije, uglavnom kao rezultat bakterijske redukcije trimetilamin oksida.
Analiza ovog parametra ne daje saznanja o ranim autolitickim promjenama ili stupnju SvjeZine,
ve¢ samo bakterioloSkim promjenamaa i kasnijim fazama kvarenja.

TVB ima $iru primjenu od prethodne metode, buduci da je prikladan i za uzorke koji ne sadrze
TMAO ili ga sadrze u vrlo malim koli¢inama. No, kao i u slu¢aju TMA, njegova se
koncentracija povisuje tek u kasnijim fazama. To mu svojstvo daje moguénost upotrebe kod

rutinskih metoda za provjeru stupnja kvarenja ohladene ribe (Huss, 1988, Okeyo, 2009).

2.5.3 Identifikacija i kvantifikacija hlapljivih spojeva

Miris je vrlo bitan parametar koji se koristi pri evaluaciji svjeze ribe, stoga se mjerenje
karakteristi¢nih hlapljivih spojeva moze koristiti za pracenje svjezine, odnosno kvarenja ribe
(Olafsdéttir, 1997). Jonsdéttir i suradnici (2008) su na dimljenom lososu utvrdili kao je analiza
hlapljivin komponenti koristan indikator kvalitete. U studiji su pratili hlapljive spojeve
povezane s kvarenjem: etanol, 3-metil-1-butanol, 3-metil-butanal, 3-hidroksi-butanon, 2-
butanon i octenu kiselinu.

Kombinacija plinske kromatografije i masene sprektrometrije (GC-MS) je jednostavna tehnika
za analizu hlapljivih spojeva arome. Za razliku od ostalih instrumentalnih metoda, plinska
kromatografija zahtijeva specijalne tehnike pripreme uzorka, buduci da uzorak treba biti isparen
u injektor. Mikroeksteakcija na ¢vrstoj fazi (SPME) je tehnika pripreme uzorka koja se izmedu

brojnih dostupnih tehnika istaknula vrlo $irokom moguénosc¢u primjene (Grob i Barry, 2004).

2.5.3.1 SPME

SPME je tehnika ekstrakcije koja kombinira uzorkovanje i pripremu uzorka u jednom koraku.
Metoda je ekonomicna, ne zahtijeva koriStenje otapala te predstavlja nekoliko prednosti u
odnosu na ostale u pogledu osjetljivosti, selektivnosti te pogodnosti za rutinske analize.
Koristena u headspace (zra¢ni prostor iznad uzorka) nadinu, posebno je pogodna za analizu

hlapljivih spojeva (lglesias i Medina, 2008).
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Aparatura za SPME ¢ini jednostavna modificirana Sprica koja se sastoji od nosaca, igle i tankog
optickog vlakna obavijenog tankim polimernim filmom koji apsorbira i koncentrira organske
spojeve (Levaj i Repaji¢, n.d.).

Prilikom analize pomo¢u SPME, vlakno se najprije postavlja u zra¢ni prostor iznad otopine
analita, a nakon postizanja ravnoteze, vlakno se uvlaéi u iglu i uklanja iz bocice s uzorkom. Igla
se zatim prenosi u zagrijani injektor, a analiti se termalno desorbiraju u plinski kromatograf
(Grob i Barry, 2004).

[

ii

Slika 4. Nosac¢ vlakna za rué¢no uzorkovanje (Prema Grob i Barry, 2004)

Optimizacija i odabir razli¢itih parametara imaju znacajan utjecaj na analizu. Varijable poput
vrste vlakna, koli¢ine uzorka, trajanja i temperature ekstrakcije, efekta isoljavanja i vremena

desorpcije u injektor utje¢u na efikasnost predkoncentriranja (Iglesias i Medina, 2008).

2.5.3.2 GC-MC

Ono $to je zajednicko svim kromatografskim tehnikama jest odvajanje komponenti iz smjese
pomocu niza ravnoteznih operacija koje rezultiraju separacijom uslijed njihove raspodjele
izmedu dvije razlicite faze — stacionarne faze velike povrsine i mobilne faze koja je u kontaktu
s prvom. U plinskoj kromatografiji mobilnu fazu ¢ini plin, a stacionarnu adsorbens ili tekuéina
nanesena na kruti nosa¢ (Grob i Barry, 2004, Anonymous 3, 2016).

Kombinacija plinske kromatografije i masene spektrometrije je vezani sustav u kojem plinski
kromatograf odvaja organske komponente, a maseni spektrometar detektira njihove strukturne

informacije (Levaj i Repaji¢, n.d.). Najprije se uzorak uvodi u struju inertnog plina, najcesce
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helija ili argona, koji djeluje kao nosa¢. Ukoliko je uzorak tekuéi, prethodno se mora prevesti u
plinovito stanje. Struja plina prolazi kroz kolonu te dolazi do razdvajanja komponenti uzorka
razli¢itim brzinama ovisno o stupnju interakcije svakog sastojka sa stacionarnom fazom. Oni
sastojci koji imaju jaCe interakcije zaostaju u ve¢oj mjeri te se posljedi¢no odvajaju od ostalih.
Separirani se uzorci uvode u maseni spektrometar gdje se ioni, ovisno o njihovom kretanju u
elektricnom i magnetskom polju, sortiraju prema omjeru mase i naboja. Maseni se spektrometar
sastoji od sustava za unosSenje uzorka, izvora iona koji stvara plinovite ionske fragmente,
analizatora koji ih razdvaja prema masi te detektora koji skuplja i karakterizira razdvojene

ionske komponente (Anonymous 3, 2016).
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3.0 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 PLAN ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je identificirati te kvantitativno analizirati hlapljive spojeve prisutne u
uzorcima oslic¢a i1 skuse tijekom skladiStenja u zamrznutom stanju. Eksperiment se provodio u
razdoblju od 10 mjeseci, a mjerenja su provedena na svjeZzem uzorku te nakon priblizno 1., 2.,
5.1 10. mjeseca skladiStenja.

Svjeza riba koja je naknadno koriStena za analizu izlovljena je u Jadranskom moru, a kupljena
je u trgovini veleprodaje 14. svibnja 2015. godine, kada je ujedno provedeno i prvo mjerenje.
Istoga dana svi su uzorci o¢i$éeni te podvrgnuti sporom nacinu zamrzavanja na -18 °C. Dio
uzorka odmah je usitnjen te zamrznut u homogeniziranom obliku. KoriStena je riba
karakterizana niskim udjelom masti (osli¢ 0,87 % , skusa 0,68 %).

Mjerenja su u svakom od navrata te za svaku ribu obuhvacala tri paralelna uzorka — uzorak A,
uzorak B i homogenizirani, odnosno skupni uzorak.

Prvi dan svakog od tri mjerenja uzorci su izvadeni iz zamrzivaca i postavljeni u hladnjak na
temperaturu +4 °C kako bi se odmrznuli. Iduéa dva dana provodio se eksperiment, prvi dan na

uzorcima osli¢a, a drugi dan na uzorcima skuse.

3.2 MATERIJALI

3.2.1 Priprema uzorka ribe

Prije samog zamrzavanja priprema ribe je obuhvacala uklanjanje utrobe, glave 1 kraljeSnice te
filetiranje. Masa oc€iS¢enih osli¢a kretala se izmedu 120 — 170 g, a skuSe su teZile izmedu 180
— 280 g. Od svake vrste ribe odvojena su po tri o¢iS¢ena komada kojima su dodatno uklonjeni
koza, sitne kosti 1 tamno miSi¢no tkivo. Oc€iS¢eno miSi¢no tkivo je homogenizirano i
razdijeljeno u tri zasebna paketica, po jedno za svako od mjerenja. Preostali fileti su spremljeni
u plasti¢ne vreéice te zajedno s homogeniziranim uzorcima zamrznuti na -18 °C.

Na dan provodenja svakog od mjerenja, nakon sto su fileti odmrznuti, homogenizirani su na isti
nacin kao i oni koji su bili usitnjeni prije procesa zamrzavanja. Dobiveni homogenizirani uzorci

(A 1 B) stavljeni su u plasti¢ne kivete 1 cuvani u hladnjaku tijekom dana.
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3.2.2 KoriStena oprema

e Analiti¢ka vaga, Kern ABS, KERN & SOHN GmbH, Njemacka

e Homogenizator, Ultra turax T, 18 basic, IKA, Njemacka

e Centrifuga, Rotina 380R, HETTICH, Njemacka

e Termoblok, Reacti-Therm Dry Block, PIERCE, SAD

e Plinski kromatograf, Agilent Technologies 6890N, Network GC System, SAD

3.2.3 Koristene kemikalije
e Deionizirana voda
e Zasicena otopina NaCl-a
o 35,9 g NaCl-a otopljeno u 100 mL deionizirane vode
e Otopina internog standarda 4-metil-2-pentanol (15 pgmL™)
o 75 mg 4-metil-2-pentanola otopljeno u 50 mL deionizirane vode

o |z dobivene je otopine izdvojeno 500 uL i dopunjeno do 50 mL

3.3 METODE

3.3.1 Odredivanje hlapljivih spojeva HS-SPME/GC-MS metodom

Izdvajenje hlapljivih sastojaka arome provedeno je HS-SPME metodom ekstrakcije, a uslijedila
je njihova identifikacija koriStenjem kombinacije plinskog kromatografa 6890N (GC) 1
masenog spektrometara 5975i (MS).

Postupak:
a) Priprema standarda i bazdarnog dijagrama

Napravljena su razrjedenja svakog pojedinog standarda (svih 14 spojeva) na nacin da je 50
mg standarda otopljeno u 10 mL vode (5 mgmL™). U odmjernu tikvicu od 100 mL
otpipetirano je 100 uL svake otopine te je tikvica dopunjena do oznake. Na taj je nacin

dobivena otopina koncentracije 5 pgmL™.

Kako bi se napravila bazdarna krivulja, pripremljeno je 9 otopina tocno odredenih
koncentracija u rasponu od 0,25 ngmL™ do 500 ngmL™ na na¢in da je otpipetiran odredeni
volumen otopine standarda i dodano onoliko mL zasi¢ene otopine NaCl koliko je

nedostajalo do 6 mL. Od otopina ovih koncentracija otpipetirano je 6 mL i dodano 100 uL
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internog standarda, ubacen je magneti¢ za mijeSanje te je uzorak podvrgnut procesu

ekstrakcije.

Ekstrakcija je izvedena pod razli¢itim uvjetima te se pokazalo da su rezultati najbolji ako

vrijeme ekstrakcije iznosi 30 min, temperatura 60 °C, a vrijeme desorpcije 1 min.

b) Priprema uzorka

U plasti¢nu kivetu odvagano je 6 g prethodno homogeniziranog uzorka te 16 mL zasi¢ene

otopine NaCl-a. Slijedilo je centifugiranje na 3500 rpm u trajanju od 10 min. U stakleni vial

volumena 20 mL ubacen je magneti¢ za mijeSanje, 100 pL internog standarda te 6 mL

otpipetiranog supernatanta iz prethodno centrifugiranog uzorka. Na stakleni vial je poloZzen

PTFE cep te je pricvrséen klijestima. Tako pripremljeni uzorak bio je spremam za proces

ekstrakcije.

c) Primjena HS-SPME metode

Koristeno je vlakno oblozeno DVB/CAR/PDMS punilom (divinilbenzen/karboksen/poli-

dimetilsiloksan) debljine 50/30 pm. Prije ekstrakcije podvrgnuto je predkondicioniranju u

injektoru na 270 °C u trajanju od sat vremena.

Termostat u termobloku prethodno je namje$ten na 60 °C. Pripremljeni stakleni vial

postavljen je na stalak iznad termobloka na nacin da dijelom bude uronjen u vodu. Zatim je

iglom za SPME probusen PTEF ¢ep. Ukljucen je magnetski mjesac te je iz igle istisnuto

Uvueno viakno
Uvuceno vialmo Adsorbiran analit

tl Produeno vial [ Dezorpeija

?
R

- ! -
1§

Slika 5. Graficki prikaz ekstrakcije pomoéu SPME igle
(Anonymous 4, 2015)

vlakno. Na ovaj nacin punilo
vlakna dolazi u kontakt s
prostorom iznad uzorka (eng.
headspace) te se potpomognuta
mijeSanjem, vrS$i  adsorpcija
hlapljivih sastojaka na polimerno
vlakno. Nakon 60 minuta vlakno
je uvuceno u iglu, te je igla kroz

PTEF ¢ep izvucena iz uzorka.
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d) Plinska kromatografija — masena spektrometrija (GC-MS)

Vlakno izvadeno iz uzorka injektirano je u plinski kromatograf (GC) povezan s masenim
spektrometrom (MS). Temperatura injektora plinskog kromatografa iznosila je 250 °C uz
splitless radno podrucje. Desorpcija prethodno adsorbiranih analita pod utjecajem visoke
temperature trajala je 2 minute, a zatim je vlakno ponovno uvuéeno u iglu te uklonjeno iz
uredaja.

Razdvajanje hlapljivih sastojaka provedeno je pomocu ZB-5 ms, 30 m x 0,25 mm kapilarne
kolone debljine filma 0,25 pm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Kao mobilna
faza, odnosno plin nosioc koristen je helij, brzine protoka 1,0 mL min™.

Temperatura detektora postavljena je na 250 °C, a temperatura prijelazne linije (eng.
transfer line) na 280°C.

Temperaturni program rada podesen je na nacin da je prvih 10 min temperatura konstantno
iznosila 40 °C, a zatim se svaku minutu podizala za 5 °C, sve dok nije dosegnula 200 °C.
Na kraju je brzinom od 20 °C/min poviSena na 250 °C te je odrZzavana 5 min.

Energija elektrona za ionizaciju molekula uzoraka iznosila je 70 eV. Parametri masenog
spektrometra postavljeni su na brzinu ocitanja od 1 odcitak/s (eng. scan/s), a opseg

razdvajanja mase i naboja (m/z) u rasponu od 30-550.

Identifikacija hlapljivih spojeva

Identifikacija hlapljivih spojeva provedena je usporedbom dobivenih masenih spektara s
onima sadrzanima u NIST05, NIST02 1 WILLEY?275 bazama podataka koriStenjem softvera
MSD ChemStation Data Analysis. Prema postavkama softvera, posebno su praceni sljedeci
spojevi: 4-metil-2-pentanon, 2-butanon, 1-penten-3-ol, 2-etilfuran, 1-pentanol, heksanal, 2-
heptanon, heptanal, benzaldehid, 1-okten-3-ol, oktanal, 2,4-heptadienal, 2-nonanon,

nonanal i 2-undekanon.
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Slika 6. Shematski prikaz rada GC-MS uredaja (FAO/WHO, 2006)

3.3.2 Statisticka obrada rezultata mjerenja

Rezultati su statisti¢ki obradeni u programu IBM SPSS Statistics uz grani¢nu p — vrijednost
podesenu na 5 %, odnosno usporedbe razlika koje rezultiraju s p < 0,05 smatrane su statistic¢ki
znacajnima. Statisticku znacajnost razlika izmedu uzoraka provjerena je provedbom
jednosmjerne analize varijance (ANOVA), a u slucajevima gdje je potvrdena proveden je post

hoc Turkeyev test koji pokazuje koji su uzorci razli¢iti od drugih.

19



4.0 REZULTATI | RASPRAVA

U Tablicama 2 i 3 masno otisnuti spojevi predstavljaju one spojeve ¢ija se koncentracija

znacajno promijenila tijekom skladiStenja, te su stoga oni obuhvaceni daljnjom raspravom.

Tablica 2. Promjene koncentracije hlapljivih spojeva u uzorcima oslica tijekom skladistenja

Dani skladistenja (ngmL*: srednja vrijednost + std. dev.)

Hlapljivi spoj 0 33 63 142 291
2-butanon 1,86 £ 0,28 1,69 £ 0,84 3,73 +0,98 4,65+0,74 4,70+ 1,51
1-penten-3-o| 29,15+ 4,22 34,44 +17,86 38,97 +11,76 68,81 + 5,81 84,68 + 10,79
2-¢etilfuran 8,75+ 0,73 8,41+ 4,42 8,99+ 1,04 9,76 + 0,44 12,64 + 3,45
1-pentano| 5,18 £ 0,55 4,20+£2,10 6,36 + 0,69 8,36 £ 0,66 9,77 £2,03
Heksanal 18,71+ 3,55 20,80+11,59 23,48+4,54 32,13+ 5,24 56,15+ 25,93
2-heptanon 4,33 +0,05 3,58 +1,75 4,71 £0,33 4,65+0,16 518+1,17
Heptanal 7,69 +0,22 6,60 £+ 3,25 8,04 £ 0,38 8,63+ 1,62 10,81 +2,09
Benzaldehid 10,95+0,07 9,22+4,52 11,37+ 0,10 12,33+ 0,32 14,26 + 2,09
1-okten-3-ol 6,86 = 0,23 5,83+2,86 7,37 +0,23 7,70+ 0,29 8,30+ 0,43
Oktanal 6,31 + 0,48 532+2,74 9,67 +1,20 8,75 +0,50 9,10+ 1,12
2,4-heptadienal 8,63+0,12 7,29+3,57 8,74+0,22 8,67 +0,31 9,52+ 0,87
2-nonanon 12,83+ 0,02 10,69 £ 5,23 12,85+ 0,02 13,06 + 0,23 13,17 £ 0,18
Nonanal 13,00+ 0,37 10,52+5,16 12,98 + 0,20 13,17+ 0,16 14,07 + 1,03
2-undekanon 10,77+ 0,04 8,97 +4,39 10,78 + 0,02 11,05 + 0,40 11,57 + 0,55

Tablica 3. Promjene koncentracije hlapljivih spojeva u uzorcima skuse tijekom skladistenja

Dani skladistenja (ngmL™: srednja vrijednost + std. dev.)

Hlapljivi spoj 0 33 63 144 201
2-butanon | 2,55+ 0,65 2,49 £ 0,67 5,88 +£0,46 5,94 +£0,95 8,85+ 1,82
1-penten-3-ol | 51,80+9,75  82,61+16,84 131,00+25,63 113,35+11,78 132,11+23388
2-etilfuran | 10,10+ 1,73 17,18 + 5,40 15,10 + 0,65 21,85+ 3,78 26,26 + 7,95
1-pentanol | 6,17 + 0,86 8,52+ 1,10 13,37 + 2,86 13,83 +£2,56 22,63+9,89
Heksanal | 26,37 £ 5,08 55,22 + 13,85 70,63+ 4,31 78,13+ 6,54 79,62 + 10,23
2-heptan0n 4,37 £ 0,05 452 +0,10 4,66 + 0,22 4,81 +0,22 4,46 +0,10
Heptanal 10,13+ 0,95 17,19+ 2,57 16,45 + 1,54 18,27 £ 2,13 21,51+2,78
Benzaldehid | 11,24+0,13 12,90+ 0,79 12,25+ 0,27 13,83 £ 0,45 14,63 + 0,47
1-okten-3-ol | 7,01 £0,34 9,36 £0,93 8,71+ 0,64 9,24 +0,91 9,49 £ 0,70
Oktanal | 9,92 +1,47 28,42 £ 5,80 22,04 £ 4,40 22,90 + 2,05 27,73+ 4,78
2,4-heptadienal 8,75+0,15 10,91 + 1,51 9,86 + 0,64 10,14 + 0,29 9,82+0,70
2-nonanon | 12,92 = 0,03 13,35+ 0,18 13,17 + 0,08 14,16 £ 1,07 13,42 +£ 0,33
Nonanal | 13,04+ 0,26 15,51+ 0,61 15,95+ 1,15 16,06 + 0,88 16,47 + 1,17
2-undekanon | 10,76 £ 0,01  11,02+0,05 10,90 £ 0,06 10,86 £ 0,77 11,25+ 0,27
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Slika 7. Promjene u koncentraciji 2-butanona (ngmL™) tijekom skladistenja
oslica (razli¢ita slova u stupcima oznaCavaju statisticki razliite
koncentracije spoja)
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Slika 8. Promjene u koncentraciji 2-butanona (ngmL™?) tijekom skladistenja
skuSe (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

U obje je ribe do povisenja koncentracije 2-butanona doslo tijekom 2. mjeseca skladistenja
(Slike 6 1 7). No, kod osli¢a ta vrijednost nije dodatno znacajno porasla sve do kraja provodenja
eksperimenta, dok je kod skusSe u zadnjem mjesecu skladiStenja doSlo do novog rasta. Takoder,

ve¢ su na svjezem uzorku osli¢a postignute mnogo nize koncentracije nego $to je to bio slucaj
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kod osli¢a, a isti se trend zadrzao tijekom cijelog razdoblja. Porast koncentracije moze se
poistovijetiti s istrazivanjem kojeg su proveli Jonsdottir i suradnici (2008) te utvrdili da je uzorak
lososa kojeg karakterizira najvisi stupanj kvarenja sadrzi najvisu koncentraciju 2-butanona, koji

doprinosi razvoju slatko/kiselog i neugodnog mirisa i okusa.
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Slika 9. Promjene u koncentraciji 2-heptanona (ngmL™) tijekom
skladistenja skuse (razlicita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

Statistickom je analizom utvrdeno kako kod oslica nije doSlo da znacajne promjene u
koncentraciji 2-heptanona tijekom skladiStenja, dok kod skuse (Slika 8) to nije slu¢aj. Naime,
sli¢ne su vrijednosti zabiljeZene na svjeZzem uzorku te nakon 10-omjese¢nog skladiStenja, dok
je u periodu izmedu koncentracija bila u stalnom porastu, a znac¢ajno je porasla nakon dva

mjeseca.
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Slika 10. Promjene u koncentraciji 2-nonanaona (ngmL™) tijekom
skladistenja skuse (razlicita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

Iako su pojedinacne vrijednosti koncentracije 2-nonanona u obje vrste ribe bile sli¢ne, pokazalo
se da u uzorku osli¢a nije doslo do znacajnih promjena. U slucaju skuse (Slika 9), tek je u 4.
mjerenju detektiran znacajniji porast koncentracije, da bi se tijekom iduc¢ih 4 mjeseca ta
vrijednost snizila na vrijednost sli¢nu pocetnoj koncentraciji. Trend pada koncentracije u 10.

mjesecu skladistenja skuse mozemo usporediti s 2-heptanonom.
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Slika 11. Promjene u koncentraciji heksanala (ngmL™) tijekom skladistenja
osli¢a (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razli¢ite koncentracije spoja)
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Slika 12. Promjene u koncentraciji heksanala (ngmL™) tijekom skladistenja
skuse (razli¢ita slova u stupcima oznafavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

U osli¢u (Slika 10) tijekom prvih 144 dana koncentracija heksanala nije zna¢ajno varirala, a do
veceg je porasta doSlo u 10. mjesecu. Kod skusSe (Slika 11) je koncentracija znatno porasla
odmah tijekom prvog mjeseca, dodatan se rast dogodio tijekom drugog mjeseca te se izmjerene
vrijednosti nisu bitno promijenile do kraja eksperimenta. U Tablicama 2 i 3 mozemo uociti
kako u oba slucaja koncentracije ovog spoja veoma odskacu od ostalih, §to se dogodilo i kod
balticke haringe (Aro, 2003), bakalara (Kawai, 1996) i orade (Igleasias sur., 2009).

Heksanal u svjezoj ribi potjece od enzimskog mehanizma, buduci da se njegova koncentracija
smanjuje ukoliko se primjene inhibitori lipoksigenaze. Isto tako, tijekom skladistenja na ledu
ili zamrzivacu, dolazi do porasta koncentracije uslijed autooksidacijskih procesa. Moze nastati
preko 13-hidroperoksida linolne kiseline, a smatra se i degradacijom hlapljivih spojeva poput
2,4-dekadienala i 2-oktenala (Duflos i sur, 2005, Iglesias i Medina, 2008).

Najvjerojatnije objasnjenje visoke koncentracije lezi u €injenici da se u uzorcima nalazi mnogo
linolne kiseline, koja je supstrat oksidacijske reakcije ¢iji je produkt heksanal. Aro (2003) je u
svom istrazivanju zamijetio jasan porast u koncentraciji ve¢ nakon 4. dana. Manji je udio
heksanala detektiran u oslic¢u, koji se ubraja u bijelu ribu, a isto su dokazali i Giri i sur. (2010)
usporedbom nekoliko vrsta ribe.

Miris heksanala je umjeren i zemljani, a moze se osjetiti pri relativno visokim koncentracijama
(4,5 ppb).

24



Heptanal

14

: |

HH

Hi

a a ab ab b

0 33 63 144 291
DANI SKLADISTENJA

Slika 13. Promjene u koncentraciji heptanala (ngmL™?) tijekom
skladiStenja osli¢a (razlicita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)
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Slika 14. Promjene u koncentraciji heptanala (ngmL™) tijekom skladistenja
skuSe (razli¢ita slova u stupcima oznaCavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

Rast koncentracije heptanala u osli¢u (Slika 12) zbivao se uglavnom kroz cijelo vrijeme
skladiStenja, dok je tek u 10. mjesecu intenzivnije porastao. Kod skuSe (Slika 13) ve¢ su u
svjezem uzorku izmjerene vrlo visoke vrijednosti, koje su znacajno porasle ve¢ u idu¢em

mjesecu te stagnirale do 10. mjeseca, kada je zabiljeZen novi porast.
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Heptanal nastaje oksidacijom n-9 mononezasi¢enih masnih kiselina te n—6 polinezasic¢enih
masnih kiselina (Duflos i sur., 2006). Kao i u slu¢aju heksanala, njegova je koncentracija

izravno ovisna o odjelu masti.
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Slika 15. Promjene u koncentraciji benzaldehida (ngmL™) tijekom
skladistenja osli¢a (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite

koncentracije spoja)
Benzaldehid
16
14
12
10
8
6
4
2
0
0 33 63 144 291

DANI SKLADISTENJA

Slika 16. Promjene u koncentraciji benzaldehida (ngmL™?) tijekom
skladiStenja skuse (razlicita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)
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Benzaldehid, kao predstavnik aromatskih spojeva, u osli¢u (Slika 14) je pokazao znacajan je
porast u koncentraciji tek nakon 10 mjeseci, dok je kod skuse (Slika 15) nastupio ve¢ u prvom
mjesecu skladiStenja. Kroz 3. su mjesec zadrzane sli¢ne vrijednosti, a porast je ponovno
uslijedio u 6. mjesecu, kao i u 10. mjesecu skladistenja. U oba su se uzorka vrijednosti zadrzale

u priblizno istom rasponu, dok je inicijalno u osli¢u izmjerena nesto visa koncentracija (Tablice

2 3).

Oktanal
12
10 1
[ T I
8 i
6
4
2
a a b b b
0
0 33 63 144 291

DANI SKLADISTENJA

Slika 17. Promjene u koncentraciji oktanala (ngmL™) tijekom skladi$tenja
oslica (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)
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Slika 18. Promjene u koncentraciji oktanala (ngmL™) tijekom skladistenja
skuSe (razli¢ita slova u stupcima oznaCavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)
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Koncentracija oktanala u osli¢u (Slika 15) je porasla tek tijekom drugog mjeseca te se nije bitno
promijenila do kraja eksperimenta. U skusi (Slika 16) je porast koncentracije nastupio prvog
mjeseca skladiStenja i zadrzao se na sli¢noj razini do kraja. U 10. su mjesecu kod skuse
dobivene vrijednosti bile ¢ak 4 puta viSe nego u osli¢u.

Kao i ostali aldehidi, oktanal se moze formirati uslijed raspada lipidnih hidroperoksida i peroksi
radikala (Giri i sur., 2010), a karakterizira ga vrlo niska razina detekcije (0,7 ppb) (Olafsdottir,
2005).
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Slika 19. Promjene u koncentraciji 2,4-heptadienala (ngmL™?) tijekom

skladiStenja skuSe (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)
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Slika 20. Promjene u koncentraciji nonanala (hgmL-1) tijekom skladistenja
skuSe (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

Aldehidi poput 2,4-heptadienala i nonanala samo su u uzorcima skuse znac¢ajnije mijenjali svoje
koncentracije tijekom vremena, dok se postignute vrijednosti nisu znatno razlikovale izmedu
dvije vrste ribe. Pritom je porast kod 2,4-heptadienala (Slika 17) zamijecen u 1. mjesecu, te se
nakon toga uglavnom snizavao, da bi najniza koncentracija postignuta u zadnjem mjesecu
skladiStenja.

2,4-heptadienal nastaje autooksidacijom EPA, a hidratacijom dvostruke veza i retroaldolnom
kondenzacijom moze se pregraditi u 2-pentenal (Kawai, 1996). Jedno od mogucih objaSnjenja
snizenja koncentracije u naSem eksperimentu moze biti upravo formiranje 2-pentenala.
Usporedujuci vrijednosti s onima dobivenim u radu Iglesiasa i suradnika (2009), sli¢nost koja
postoji je sniZzenje koncentracije nakon priblizno 60 dana te ponovni porast u razdoblju imedu
120. 1 266. dana skladistenja.

Kod nonanala (Slika 18) dolazi do porasta koncentracije u 1. mjesecu, a daljnjim skladiStenjem
vrijednosti nisu bitno promijenjene. Da koncentracija nonanala poraste unutar prvih mjesec
dana pokazali su i Jonsdottir i sur. (2007), gdje je do porasta doslo ve¢ unutar prvih 2 tjedna, a
do 4. tjedna nije uslijedila bitna promjena u koncentraciji. Prema istim znanstvenicima, unato¢

visokom pragu osjetljicosti mirisa, nonanal znacajno doprinosi ukupnoj aromi.
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Slika 21. Promjene u koncentraciji 1-penten-3-ola (ngmL™) tijekom
skladiStenja oslica (razliita slova u stupcima oznacavaju statisticki
razlicite koncentracije spoja)
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Slika 22. Promjene u koncentraciji 1-penten-3-ona (ngmL™) tijekom
skladiStenja skuSe (razliCita slova u stupcima ozna€avaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

Porast u koncentraciji 1-penten-3-ola u osli¢u (Slika 19) detektiran je u 4. mjerenju te se
vrijednost odrzala sli¢cnom i u posljednjem mjesecu mjerenja.

Vec i poéetna koncentracija 1-penten-3-ona u svjezoj skusi (Slika 20) bila je vrlo visoka, a
znacajno je porasla odmah tijekom prvog mjeseca skladiStenja. Slijedio je daljnji porast u 2.

mjesecu te su se slicne vrijednosti zadrzale do samoga kraja.
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Iglesias i Medina (2008) i Iglesias i suradnici (2009) takoder isti¢u kako koncentracija ovog
spoja u ribi doseze vrlo visoke vrijednosti. Kao i kod Iglesiasa i suradnika (2009), penten-3-ol
je spoj koji u svjezoj ribi doseze najvise vrijednosti u usporedbi s ostalim pracenim spojevima.
Njegovu visoku koncentraciju objasnjavaju djelovanjem 15-lipoksigenaze na EPA, kao i 12-
lipoksigenaze na arahidonsku kiselinu. Porast u koncentraciji 1-penten-3-ola evidentiran je i u
drugim radovima (Eymard i sur., 2009, Alasalvar i sur., 2005, Iglesias i Medina, 2008).

Kawai (1996) isti¢e kako 1-penten-3-ol karakterizira opor miris nalik senfu sa specificnim
ukusom koji zaostaje u ustima, a budu¢i da se moze osjetiti ve¢ pri niskim koncentracijama,

znacajno doprinosi ukupnoj aromi ribe (Giri i sur., 2010).

1-pentanol
14

12

o T

IS

N

a a ab bc c

0 33 63 144 2901
DANI SKLADISTENJA

Slika 23. Promjene u koncentraciji 1-pentanola (ngmL™) tijekom skladistenja
osli¢a (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razli¢ite koncentracije
spoja)
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Slika 24. Promjene u koncentraciji 1-pentanola (ngmL™?) tijekom
skladistenja skuse (razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

U prvih 63 dana skladiStenja oslic¢a (Slika 21), nije doslo do znacajne promjene u koncentraciji
1-pentanola. No, porast u koncentraciji dogodio se nakon drugog mjerenja, a nastavljen je rast
i u 10. mjesecu. Kod skuse (Slika 22) je jedina razlika bila u tome $to su vrijednosti slicne
pocetnima zadrzane sve do zadnjeg mjeseca, a tada je uslijedio nagli porast. Na kraju
skladistenja dosegnuta je 1 visoka vrijednost koncentracije, Sto su pokazali 1 Duflos i1 suradnici
(2006).
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Slika 25. Promjene u koncentraciji 1-okten-3-ola (ngmL™) tijekom
skladistenja oslica (razliita slova u stupcima oznacavaju statisticki
razli¢ite koncentracije spoja)
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Slika 26. Promjene u koncentraciji 1-okten-3-ola (ngmL™?) tijekom
skladistenja skuSe(razlicita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite
koncentracije spoja)

Koncentracija 1-okten-3-ola izmjerena u svjezem uzorku osli¢a (Slika 23) lagano je rasla
tijekom skladiStenja, no znacajan je porast uslijedio tek u 10. mjesecu.

U skusi je rast zabiljezen u 1. mjesecu, a daljnjim skladiStenjem vrijednosti nisu bitno
promijenjene. Pri tome se 1-okten-3-ol u sku$i ponasao na isti nacin kao $to su i nonanal te
oktanal.

Oko 60. dana skladistenja skuSe, doslo je do malog pada koncentracije, a uslijedio je rast do
kraja skladiStenja. Isto su pokazali i Igleasias i suradnici (2009).

1-okten-3-ol nastaje oksidacijom arahidonske kiseline djelovanjem 12-lipoksigenaze (Duflos i

sur., 2006). Iglesias 1 Medina (2008) isticu kako znacajno utjece na razvoj neugodnih mirisa.
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Slika 27. Promjene u koncentraciji 2-etilfurana (ngmL-1) tijekom skladistenja skuse
(razlicita slova u stupcima oznacavaju statisticki razli¢ite koncentracije spoja)

Koncentracija 2-etil-furana se znac¢ajno promijenila samo u uzorku skuse (Slika 25), a veéi je
porast zabiljezen tijekom 4. mjerenja te je dodatno uznapredovao i tijekom posljednjeg, 5.
mjerenja. Iglesias i sur. (2009) njegovu formaciju objasnjavaju time $to se 12-hidroperoksid
linoleata (18:3n-3), 14-hydroperoksid EPA (20:5n-3) i 16-hidroperoksid DHA mogu
podvrgnuti beta raspadu te proizvesti konjugirani dien radikal koji reagira s kisikom stvarajuci
pritom vinil hidroperoksid. Raspad vinil hidroperoksida, na nacin da dode do gubitka hidroksi

radikala, dovodi do nastanka alkoksi radikala koji se podvrgava ciklizaciji tvore¢i 2-etilfuran.

U ovom radu osim S§to je identificirano i kvantificirano 14 ciljnih spojeva, isto je napravljeno i
sa svim spojevima koji su bili prisutni tijekom 10 mjeseci provodenja eksperimenta. Nakon $to
su svrstani u grupe spojeva (aldehidi, ketoni, alkoholi, alifatski i cikli¢ki ugljikovodici, kiseline

esteri i ostali spojevi) omoguéeno je pracenje promjena njihovih udjela tijekom skladistenja.
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Ciklicki
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Alifatski ugljikovodici, 8.00%

Slika 28. Udjeli pojedinih grupa spojeva u svjezem oslicu
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Alifatski 13.42%
ugljikovodici,
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Slika 29. Udjeli pojedinih grupa spojeva nakon skladistenja osli¢a u
trajanju od 291 dan

Udio pojedinih grupa spojeva mijenjao se tijekom skladistenja. Ono $to razlikuje svjezi osli¢
(Slika 26) od oslic¢a koji je bio skladisten 291 dan (Slika 27) jest prvenstveno promjena udjela
aldehida, alkohola, kiselina i amina. Pritom je doslo do porasta udjela kod aldehida za 6,4 % i

kod alkohola za 3,8 %. Udio kiselina i amina se snizio za 3,4 %, odnosno 2,0 %.
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Slika 30. Udjeli pojedinih grupa spojeva u svjezoj skusi
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Slika 31. Udjeli pojedinih grupa spojeva nakon skladistenja skuSe u trajanju
od 291 dan

Za razliku od osli¢a, u skusi su promjene u udjelima glavnih skupina spojeva bile jo§ manje

izraZzene. Najveca promjena se zbila u alkoholima koji su porasli za 3,8 %.

Prema Olafsdottiru (2005) senzorski neprihvatljivi fileti bakalara sadrze najvisi udio ketona (33
%), slijede alkoholi s 15 %, a udio aldehida iznosi 3 %.
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Od posebnog su znacaja spojevi koji se pojavljuju i u svjezoj ribi i nakon 10 mjeseci

skladistenja. Budu¢i da do oksidacije u vecoj mjeri dolazi u kasnijim mjesecima skladistenja, ti

bi se spojevi mogli pokazati kao potencijalni indikatori oksidativnih promjena tijekom

zamrzavanja. Poznavanje tih spojeva u kontekstu parametara kvalitete odredene ribe moze biti

predmet za buduca istrazivanja u kojima je moguca korelaciju s ostalim dostupnim metodama

za kontrolu kvalitete ribe.

Tablica 4. Popis spojeva koji su prisutni u svjezem osli¢u i nakon 10 mjeseci skladistenja
(masno otisnuti spojevi nisu kvantitativno obradeni u ovome radu)

Cis-4-heptenal

dodekanska kiselina

Dekanal

Trimetilamin

Bis(2-metilpropil)
ester-1,2-benzen
dikarboksilna

kiselina

ALIFATSKI CIKLICKI
ALDEHIDI KETONI ALKOHOLI
UGLJIKOVODICI UGLJIKOVODICI
Heksanal 2-undekanon 1-penten-3-ol 1-penten 1,3-ciklooktadien
Heptanal 3,5-oktadien-2-on 1-okten-3-ol 1,1-oksibis-oktan Ciklooktan
Benzaldehid 2,3-oktandion 1-butoksi-2- 2-tetradeken Ciklododekan
propanol
Oktanal 2-metil-3-pentanon 2-etil-heksanol Heptadekan 1,2-diklorobenzen
Nonanal 6,10-dimetil-5,9- 1-oktanol 1-nonadeken Tricikloheptan
2,4-heptadienal undekadien-2-on 2-penten-1-ol 3,7-dimetil-1,6-
. OSTALI SPOJEVI
Propanal oktadien
ESTERI FURANI
Tetradekanal Metoksi-fenil-oksim
_ _ _ KISELINE
2-(fenilmetilen)- Izopropil miristat 2-etilfuran Mentol
oktanal Butilizocijanat 1-metiletil ester | 2,6-bis(1,1-
AMINI

dimetiletil)-4-(1-

oksopropil) fenol

5,6,7-trimetoksi-1-

indanon

2-fluoro-acetamid
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Tablica 5. Popis spojeva koji su prisutni u svjezoj skusi i nakon 10 mjeseci skladistenja
(masno otisnuti spojevi nisu kvantitativno obradeni u ovome radu)

ALIFATSKI CIKLICKI
ALDEHIDI KETONI ALKOHOLI
UGLJIKOVODICI UGLJIKOVODICI
Heksanal 2-undekanon 1-penten-3-ol 1-penten 1,3-ciklooktadien
Heptanal 2-nonanon 1-okten-3-ol 1,4-oktadien Ciklooktan
benzaldehid Acetofenon Heptanol 3-oktin 1,2-dikloro-benzen
Oktanal 3,5-oktadien-2-on 2-penten-1-ol 2-pentadeken-4-in Tricikloheptan
Nonanal 3-deken-2-on 1-nonanol 2,6,10,14-tetrametil- | 1,2,3,3a,4,6a-
2,4-heptadienal 2,3-oktandion Benzenmetanol pentadekan heksahidro-pentalen
Cis-4-heptenal 5-heptildihidro- 2-(1,2- 1-hidroksimetil-2-
FURANI L . o
Propanal 2(3H)-furanon epoksicikloheksil)-1- | vinilciklopentan
4-etil-benzaldehid 1-(3-butiloksiranil)- | 2-etil-furan penten 1,2,4,5-tetraetil-
Dekanal etanon cikloheksan
AMINI OSTALI SPOJEVI
1,2-dimetil-
Trimetilamin 2-fluoro-acetamid cikloheksen

Metoksi-fenil-oksim
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5.0 ZAKLJUCCI

Na osnovi porasta koncentracije karakteristicnih spojeva pokazatelja kvarenja moze se
zakljuciti da je i u oslicu i u skusi doslo do oksidacije masnih kiselina. U oslicu je
znacajniji porast zapazen izmedu 2. 1 5. mjeseca skladistenja, a u skusi je ve¢ 1. mjeseca
skladiStenja doslo do porasta koncentracije glavnine spojeva: 1-penten-3-ola, heksanala,
heptanala, benzaldehida, 1-okten-3-ola, oktanala, 2,4-heptadienala, oktanala i nonanala.
U uzorku skuse su koncentracije hlapljivih spojeva u kasnijim mjesecima skladistenja
znacajnije porasle u odnosu na svjezi uzorak, stoga se zakljucuje da je stupanj oksidacije
masnih kiselina u skusi vec¢i nego u osli¢u, iako uzorak osli¢a karakterizira nesto visi
udio masti. Potencijalni razlog tome je razlika u sastavu masnih Kkiselina.

Zbog linearnog porasta koncentracije tijekom vremena, 2-butanon, heksanal, heptanal i
benzaldehid su se pokazali kao pogodni spojevi za pracenje oksidacije masnih kiselina
u skusi.

Udjeli glavnih skupina spojeva nisu se bitno mijenjali tijekom vremena. Kod oba je
uzorka ribe najveca razlika zabiljeZena u udjelu alkohola, i to porast za 3,8 %. Odsustvo

znacajnijih varijacija upucéuje na blage oksidacijske promjene.
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