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SAZETAK

U ovom istrazivanju promatrane su promjene kvalitete mariniranih incuna
tijekom 6 mjeseci, proizvedenih novim, pokusnim recepturama. U svakoj testiranoj
recepturi za obogacenje okusa koristili su se maslinovo ulje, ruzmarin, chili papricice i
suhe rajCice. Nakon dodavanja smjese ulja i zacina uzorci su pohranjeni u
replikatimana +4°C i analizirani jednom mjeseCno. Odredivane su promjene u
masnim kiselinama i sadrzaju proteina i lipida, oksidaciji lipida, te mikrobioloska
analiza. Rezultati su pokazali da je konzerviranjem u ulju proizvod znatno obogacen
nezasi¢enim mastima iz ulja, a dodatkom ruzmarina, chilli papri€ica i suhih rajcica
postize se veCa apsorpcija ulja u finalnom proizvodu. Dodatkom ruzmarina i chilli
papriCica tijekom 6 mjeseci pokazalo se kako ti zacini Cuvaju izvorne masnoce i
proteine iz mesa ribe jer utjeCu na ocCuvanje polinezasi¢enih masnih kiselina.
Dodavanje ruzmarina poboljSalo je stabilnost masnih kiselina. Ni u jednoj recepturi
nije doslo do znacajne promjene udjela proteina niti razvoja produkata autooksidacije
lipida tijekom skladistenja.

Klju€ne rije¢i: In¢uni, mariniranje, masne Kiseline



ABSTRACT

In this research we studied the change in quality of the marinated anchovy after use
of the new experimental recipes, through the 6-month period. The effect of different
spice additives was tested, and in the final tested recipes we used olive oil, rosemary,
chilly peppers and dried tomatoes as flavor enrichment ingredients. After addition of
oil and spices samples were stored in replicates at +4°C, and sampled monthly for
analysis. The aim of this research was to determine the changes in fatty acids,
protein and lipid content, microbial activity and lipid oxidation during shelf life of
products. Results demonstrated high enrichment of the meat with unsaturated fatty
acids originating from oil during storage. The addition of rosemary, chilly peppers and
dried tomatoes enhanced the absorption of oil in the final product. The addition of
rosemary and chilly peppers to the product demonstrated beneficial effect to the
preservation of original fatty acid composition and lipid proportion during 6-month
storage. Used spices seemed to affect polyunsaturated fatty acids preservation as
well. Addition of rosemary demonstrated high stability of fatty acids with no
development of lipid autoxidation products, whereas all tested recipes maintained

stabile protein content during investigation period.

Key words: anchovies, marinated, fatty acids



SADRZAJ:

R 0 1
1.1. In€uni Engraulis €NCraSiCOIUS..............coueeeeeueeaee e 1
1.2. Indikatori kvalitete NamIrNiCe...........ccoo o 3
1.3. Suvremena industrijska prerada inCuna...............ccceoeeiiiiiiiie e 4
1.4 Konzerviranje ribe mariniranjem ... 5

2. CILJEVIISTRAZIVANUJA ... s s 6

3. MATERIJALI I METODE....... oo 7
3.1 REAGENSI ... 7
3.2. Priprema UZOKa.........uiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e ann s 8
3.3.Ekstrakcija ukupnih lipida..........ooooiiii e 10
3.4. Saponifikacija i derivatizacija ...........ccoooeiieeiiiiic 11
3.5. Plinska kromatografija...........ooooi 12
3.6.Bazdarenje, identifikacija i kvantizacija masnih kiselina...............cccccvvvvnnnnnn... 12
3.7.MikrobioloSka analiza............ccoooeieiiiiiee e 15
3.8.0dredivanje masenog udjela proteina..............oueeiiiiiiiiiiiicc e 15
3.9. Reaktivni spojevi tiobarbituratne kiseline ... 16

4. REZULTATI I RASPRAVA. . ... s 17
4.1 Utjecaj zaCinskih dodataka na profil masnih kiselina mariniranog in¢una........ 17
4.2 Kemijske promjene u kvaliteti mariniranog in¢una tijekom skladistenja .......... 19

4.2.1 MASNE KiSEIINE........uiiiiiiie s 19
4.2.2 TBARS/MDA i PrOt@INi .....veveeeeeieiieiieiieiieieieeeeeeeeeeeseeeeeseeseeeaesseeeeesseeseeseeseees 22
4.3 Mikrobioloske promjene u kvaliteti mariniranog incuna tijekom skladistenja... 25

5. ZAKLJUCAK ... s 26

6. LITERATURAL......cce s s 27

0T o ST I | 0 30

POPIS TABLICA ...t s aan s e 31



1. UVOD

1.1. Inéuni Engraulis encrasicolus

Inéun je sitna plava riba koja je medu najvaznijim ribama u prehrambenom
lancu Jadranskog mora. Zelenkasto plave je boje, Siljaste glave s izrazenim krupnim
oCima i vrlo slican srdeli. Incun je migratorna vrsta koja se zadrzava u velikim jatima
u obalnom podrucju i u otvorenim vodama na dubinama od 300m. U hladnijem dijelu
godine drzi se donjih i pridnenih slojeva mora dok u toplijim mjesecima dolazi u
povrSinski sloj (Jardas, 1996.). Hrani se planktonom, a sam je hrana mnogim
predatorima. Vrlo je ukusna riba, a kod nas je cijenjena kao najbolja riba za soljenje.
Plava riba se smatra bogatim izvorom proteina i lipida s visokim udjelom
polinezasi¢enih masnih kiselina. Omega-3 masne kiseline imaju iznimno povoljan
utjecaj na ljudsko zdravlje kao Sto su reguliranje krvnog tlaka, smanjenje depresije te
usporavanje napretka nekih tipova karcinoma. Optimalni salinitet i temperatura mora

znacajno utjeCu na kvalitetu ribljeg mesa.

Slika 1. In¢un (Engraulis encrasicolus, Linnaeus, 1758.)



Kao najsjevernija i najproduktivnija zona Sredozemlja, sjeverni Jadran idealno je
staniSte za postizanje visokog udjela omega-3 masnih kiselina te vitamina topivih u
mastima sadrzanim u mesu plave ribe. InCun se lovi mrezama plivaricama i
pelagickim kocama od prve polovice prolje¢a do druge polovice ljeta. Najveci
primjerci inéuna love se krajem zime i po¢etkom prolje¢a na ve¢im dubinama, a maniji
su zabiljeZeni u obalnom podrudju (Sinov¢€i¢, 1992.). Hrvatska je u 2013. godini imala
udio od 56,75% u ukupnom ulovu sitne plave ribe zemalja Sredozemlja. Ukupan ulov
sitne plave ribe zemalja Sredozemlja je u 2004. godini iznosio 527 325 t te je do
2013. pao na 384 893 t. Hrvatska biljezi porast ulova sitne plave ribe s 21 472 t u
2004. na 62 128 tu 2013. godini (Eurostat).

Slika 2. Raprostranjenost in¢una u svijetu



1.2. Indikatori kvalitete namirnice

In¢un je kao i vecina ribljih vrsta lako kvarljiva sirovina, prvenstveno zbog bakterijskih
i enzimskih procesa kojima pogoduje visoki sadrzaj vode i slobodnih aminokiselina u
ribllem mesu (Pedrosa-Menabrito i Regenstein, 1988.). Osim sadrzaja vode meso
ribe ima manje vezivnog tkiva od toplokrvnih Zivotinja pa je stoga podloznije
enzimskoj i mikrobioloSkoj razgradnji a isto tako i lakSe se probavlja.

Kemijski sastav tkiva odrasle jedinke prolazi kroz promjene tijekom sezone ovisno o
stanistu i fizickom stanju jedinke u pojedinim razdobljima godine (razvoj gonada,
migracija i mrijest), te intenzivnom hranjenju tijekom mrijesta koje traje do ponovnog
razvoja gonada (Simat, 2010.).

U plavoj ribi visoki je sadrzaj omega-3 masnih kiselina kao Sto su i EPA
(eikozapentaenoicka kiselina) i DHA (dokozaheksaenoi¢ka kiselina) koje pozitivho
utjeCu na ljudsko zdravlje. Zbog velikog broja dvostrukih veza unutar lanca masnih
kiselina EPA i DHA, riblje masnoce su osjetljive na oksidaciju tijekom transporta,
obrade i pohrane. Produkti oksidacije lipida mogu promijeniti kvalitetu hrane: boju,
teksturu, okus i miris, Cesto dovode do skracenja roka trajanja, prihvatljivosti za
potroSaca, hranjive vrijednosti, sigurnosti te imaju nepovoljno djelovanje na zdravlje
Covjeka. Kako bi se sprijeCila oksidacija lipida upotrebljavaju se razni antioksidansi.
Poznato je da alfa-tokoferol (vitamin E) $&titi polinezasi¢cene masne kiseline od
peroksidacije te ima najveéu biolosSku aktivnost tj. najucinkovitiji je antioksidans topljiv

u mastima (Arab-Tehrany i sur. 2012.).



1.3. Suvremena industrijska prerada inéuna

Zbog povecanog trenda zdrave prehrane dolazi do povecéanja industrijske
proizvodnje preradenih i polugotovih ribljih proizvoda. Kako bi se oCuvala kvaliteta
namirnice i sprijeCilo kvarenje vazan je postupak konzerviranja proizvoda.
Konzerviranje hrane provodi se na 3 razliCita nacina, fizikalnim, kemijskim (u koji
spada mariniranje i soljenje) ili kombiniranim postupkom.

Mariniranje i soljenje najstariji su i najCeS¢i tradicionalni oblici konzerviranja
namirnica od mesa koji se u velikoj mjeri za sitnu plavu ribu koriste joS i danas. Kao
kratkoroCna tradicionalna mjera konzerviranja sirove ribe na Mediteranu se Koristi
mariniranje (do 6 mjeseci). Pored mariniranja, koristi se i soljenje stolje¢ima kao
dugoro€na metoda konzerviranja sirove ribe (najéeSée srdele i inéuna) koje

omogucava Cuvanje ribe viSe od 1 godine.



1.4 Konzerviranje ribe mariniranjem

Proces mariniranja jedna je od tradicionalnih metoda konzerviranja hrane koja je
popularna u Europi. U tom procesu se obi¢no koristi masna riba kao $to je haringa,
in¢un, sardina ili skusa. Marinirane ribe su obi¢no proizvodi koji su spremni za jelo
bez toplinske obrade. Kiselo mariniranje uklju€uje uranjanje mesa u visoko postotne
otopine octa, vina ili vo¢nih sokova te finalizaciju proizvoda naljevom tog istog
sastava. Mariniranje se temelji na smanjenju pH vrijednosti i aktiviteta marinade
dodavanjem octa i soli, Sto rezultira smanjenjem broja mikroorganizama, al
ograni¢enog roka trajanja (McLay, 1972.).

Koristena je otopina soli NaCl i alkoholnog octa, koja je u pocetnom postupku
mariniranja vece koncentracije nego u kasnijem naljevu te sprjeCava negativno
djelovanje bakterija i enzima (McLay, 1972.). Otopina za mariniranje obi¢no sadrzi 4
do 4.5% octene kiseline i 7-8% soli NaCl dok je njihov sadrzaj u krajnjem naljevu 1-
12,5%, odnosno 2-4% (Simat 2010.). Octena kiselina u marinadi izaziva denaturaciju
bjelacevina i bubrenje strukturalnih bjelancevina pri ¢emu dolazi do otapanja nekih
kolagenih dijelova vezivnog tkiva i miSiénih membrana, te omekSavanja tkiva. Sol
takoder ima ulogu u denaturaciji bjelanCevina te u dehidraciji i ocvrS¢ivanju
konzistencije riblieg mesa izvlaCenjem vode iz njega te daju¢i mu slanost. Osim
sredstva za konzerviranje u marinade se dodaju razli€iti zacini kojima se poboljSava
aroma i okus.

Poznati su antioksidativni u€inci ruzmarina, zbog visokog udjela karnosolne kiseline,
flavonoida, triterpena i drugih bioaktivnih spojeva te eteri¢nih ulja. Kao namirnice
prirodno bogate antioksidansima Cesto se spominju i rajCice zbog visokog sadrzaja
beta karotena, flavonoida i vitamina E (Frusciante i sur. 2007.). Takoder ljute
papriCice su poznate po pozitivnom ucinku spojeva kapsaicinoida na postojanost
masnih kiselina i op¢e antioksidativnho djelovanje. Medutim u postojecoj literaturi je
malo podataka o u€incima tih namirnica na tradicionalno konzerviranu hranu. U ovom
radu provedeni su postupci dodatka raznih zaCina te je utvrden njihov utjecaj na

promjenu kvalitete proizvoda i na postojanost prilikom skladistenja.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1) Odrediti promjene kvalitativnog sastava masnih kiselina mariniranih incuna uslijed

dodavanja razli€itih zac€inskih namirnica

2) Utvrditi varijabilnost udjela lipida i proteina tijekom skladistenja proizvoda na bazi

mariniranih inéuna s odabranim zaéinskim dodatcima.

3) Utvrditi oksidativnu i mikrobioloSku stabilnost uzoraka sa dodatkom zacina.



3. MATERIJALI | METODE

RazliCite varijante recepture testirane su uz obogacenje okusa dodavanjem razli€itih
sastojaka kao $to su maslinovo ulje, ruzmarin, tartufi, kopar, komorac, ¢esnjak, chili
papricice, suhe rajCice, kadulja, maj€ina dusica, bosiljak te borovica. Kao marinada
koristila se marinada s 5%-tnim udjelom octa, te trajanje postupka mariniranja od 22
dana. Nakon 1 mjesec analizirana je riba marinirana sa i bez dodataka te su

odabrane recepture (FIM3-FIM5) za analizu postojanosti kvalitete proizvoda.

Referentnim uzorkom smatrani su inCuni spremljeni u smjesi suncokretovog i
maslinovog ulja (9:1) bez dodataka (FIM2). Incuni sa zaCinskim dodatcima su se
spremali na isti nacin prema 3 recepture (FIM3-FIM5):

FIM 1- marinada 5% vinskog octa

FIM 2- marinirani inCuniu smjesi suncokretovog i maslinovog ulja (9:1)

FIM 3- marinirani in¢uni u smjesi suncokretovog i maslinovog ulja (9:1) s dodatkom
ruzmarina

FIM 4- marinirani in€uni u smjesi suncokretovog i maslinovog ulja (9:1) + chilli
papriCica

FIM 5- marinirani incuni u smjesi suncokretovog i maslinovog ulja (9:1) + chili
papricica + ruzmarin + suhe rajcice

Svaki mjesec kroz 6 mjeseci uzimali su se uzorci u kojima su se odredivale masne

kiseline.

3.1. Reagensi

U pripremi uzoraka za analizu plinsko teku¢inskom kromatografijom koriStene su
slijedece kemikalije:
e Natrijev hidroksid (NaOH), 1,2 mol/L, otopljen u metanolu i vodi
(CH30H:H20 1:1), Kemika
¢ Kloridna kiselina (HCI), 6mol/L, Kemika
e Bor (lll)-fluorid (BF3) u metanolu, 14% p.a., Sigma
e Diklor-metan (CHxCl,), p.a., Kemika

e Natrijev sulfat, bezvodni (Na;SOy), p.a., Kemika



Standardi koriSteni u identifikaciji masnih kiselina plinskom kromatografijom:

e F.AM.E. mix, C18-C20, Supelco

e Cod Liver Oil, prirodni izvor masnih kiselina iz ulja jetre haringe, Sigma

e PUFA 1, Marine SOURCE, smjesa polinezasicenih masnih kiselina morskih
organizama, Supelco

e PUFA 3, menhaden QOil, smjesa polinezasi¢enih masnih kiselina ulja haringe,
Supelco

e LIPID STANDARD, Sigma

o Metil ester 13-metilmiristinske kiseline (C4H320;), Sigma

e Metil ester palmitoleinske kiseline (C47H320;), Sigma

e Metil ester arahidonske kiseline (C21H340>), Sigma

e Metil ester cis-5,8,11,14,17- eikozapentoaenoicke kiseline (C,1H3,02), Sigma

e Metil ester cis-4,7,10,13,16,19- dokozaheksaenoitke kiseline (Cz3H3405),
Sigma

e Metil ester DL-R-hidroksimiristinske kiseline(C15H3003), Sigma

Reagenski koriSteni za odredivanje proteina:
e Natrijev karbonat, 2 % (Na,COs3)
o Kalij, natrij - tartarat; 2% (C4H4KNaOg)
e Bakar (ll)- sulfat, 1% (CuSO,)
e Natrijev hidroksid, 1M (NaOH)

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika)

3.2. Priprema uzorka

10 jedinki je homogenizirano u kompozitni uzorak koji je tada podijeljen na
poduzorke. Voda iz uzorka uklonjena je liofilizacijom. Sadrzaj vlage odreden je
gravimetrijski, vaganjem uzorka na analitickoj vazi prije i nakon liofilizacije. Do daljnje
kemijske obrade i analize osusSeni materijal je Cuvan u praskastom stanju na -20°C.

Mehanicki postupak usitnjavanja liofiliziranog uzorka prikazan je na Slici 3.



Slika 3. a) Liofilizirani grubo usitnjeni uzorci b) Tarionik za izradu usitnjenog
praskastog uzorka c) lzrada praskastog uzorka d) Usporedba je u

razli€itoj granulaciji

Masno¢e sadrzane u mesu ribe sastoje se od zasicenih, mononezasi¢enih i
polinezasi¢enih masnih kiselina u varijabilnom omjeru. Profil masnih kiselina je C4 —
C22 duljine karboksilnih lanaca. Odreduju se iz ukupnog lipidnog ekstrakta, nakon
postupka saponifikacije i derivatizacije, metodom plinske kromatografije uz detekciju
masenom spektroskopijom (GC/MS). Ukupni lipidi odredeni su gravimetrijski nakon
ekstrakcije i uparavanja otapala u rotavaporu.



3.3.Ekstrakcija ukupnih lipida

Ukupni lipidi su iz prethodno pripremeljenog uzoraka u praskastom stanju izdvojeni
metodom ekstrakcije organskim otapalima po Bligh&Dier (1959.). Ova metoda
primjenjuje smjesu diklormetana i metanola (DCM:MeOH) u omjeru 2:1 (vol/vol).
Uzorak homogenata mase 2 mg stavi se u Pyrex epruvete, doda se smjesa otapala i
inkubira se u ultrazvucnoj kupelji kroz 2-3 sata. Zatim slijedi centrifugiranje 5 min na
1000 g pri sobnoj temperaturi (Slika 4.). Odvaja se donja organska faza u lijevcima
za odjeljivanje (Slika 5.). Postupak se ponavlja 3 puta s Cistim DCM zbog postizanja
maksimalnog iskoriStenja ekstrakcije. Dobiveni ekstrakti sjedine se u staklenu
epruvetu s ¢epom te se doda bezvodni natrijev-sulfat i ostavlja na 4°C preko nodi
kako bi se iz uzorka odstranio viSak vode. U meduvremenu se pripremaju i vazu
epruvete za uparavanje. U njih se profiltrira organska faza te se upari do suhog u
vakuum uparivacu, rotavaporu (Blchi, Njemacka). Ponovnim vaganjem epruvete
gravimetrijski se odreduje masa ukupnih lipida u uzorku koja se izrazava po gramu
vlaznog tkiva. Ekstrahirani lipidi koriste se za daljnje odredivanje sastava masnih

kiselina.

-

Slika 4. Uzorci spremni za ekstrakciju (a) epruvetama sa smjesom
diklormetana i metanola (b) inkubiraju se u ultrazvu¢noj kupelji
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Slika 5. U uzorcima se odvaja organska faza (donja) i voda (gornja) u lijevcima
za odjeljivanje

3.4. Saponifikacija i derivatizacija

U staklene epruvete s uparenom lipidnom frakcijom dodano je 1 mL 1,2 M
metanolne NaOH te su stavljane u termostat na 70°C kroz 30 min. Zatim se uzorak
hladi, zakiseli s 1 mL 6M HCI i doda se 2 mL 14% BF3; u metanolu. Epruvete se
ponovno ¢vrsto zatvore, dobro protresu te vrate u termostatna jo§ 10 minuta. Nakon
ponovnog hladenja u uzorak se dodaje 4 mL DCM i dobro promucka. Uzorak se
centrifugira 15 minuta na 3000 g pri 4°C. Odbaci se gornja vodena faza, a saCuva
donja organska faza. Organska faza se uz pomo¢ nabranog filter papira propusti kroz
kristalni Na,SO,4 anhidrid. Za potrebe kromatografske analize uzorak se ponovno

otopi u 200 uL pogodnog otapala (DCM). Do analize ¢uva se na -20°C.
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3.5. Plinska kromatografija

Masne kiseline analiziraju se na Agilent plinsko—tekuc¢inskom kromatografu
(GLC) 6890 N GC System opremljenom s 5973 Network maseno selektivnim
detektorom (MSD), kapilarnom kolonom (25m x 0.3mm x 0.25pum; cross-linked 5 %
phenylmethylsiloxane) i ultra Cistim helijem kao plinom nosiocem. GLC podeSenja su
programirana na rast temperature kolone od 145°C brzinom 4°C /min do 270°C pri
konstantnom tlaku 2,17 kPa. Vrijeme zadrzavanja, povrSina pikova i maseni spekiri
snimljeni su pomo¢u Chemstation raCunalnog alata. Metilni esteri masnih kiselina su
identificirani pomocu podataka masenih spektara i ekvivalentne duzine lanaca za GC

standarde na koristenoj GC koloni.
3.6.Bazdarenje, identifikacija i kvantizacija masnih kiselina

Unutar jednog dana vremena zadrzavanja (tr) svakog pika na ponovljenim
kromatogramima istog standarda ne bi smjela odstupati vise od 0,005 minuta izmedu
pojedinih mjerenja.

Kao kvalitativni standardi koriSteni su: prirodna smjesa masnih kiselina iz ulja
jetre haringe, smjesa polinezasi¢enih masnih kiselina morskih organizama i smjesa
polinezasi¢enih masnih kiselina ulja haringe. Kvalitativni Supelcov standard masnih
kiselina C4-C24 (FAME mix) sadrzi smjesu metilnih estera najCeSc¢ih zasicenih i
nezasi¢enih masnih kiselina (Slika 6). Odredena masa standarda otopi se u
pogodnom otapalu (diklor-metan). U kromatograf se ustrca 1 uL otopine standarda.
Redoslijed eluiranja kiselina na koloni naveden je od proizvodaCa standarda za
odgovarajucu kolonu. Na fenil-metil-siloksan koloni hidroksi- kiseline (kao polarnije)
izlaze nakon zasi¢enih nesupstituiranih kiselina s istim brojem ugljikovih atoma u
lancu. Za neke specifitne masne kiseline koje se ne nalaze u Sigminom standardu

koriSteni su drugi standardi razgranatih, hidroksi- i polinezasicenih kiselina.
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Slika 6.Kromatogram standardne smjese metilnih estera masnih kiselina iz prirodnog
izvora(Cod Liver Oil, Supelco kvalitativni standard) na metil-fenil-siloksan
kapilanoj koloni (30m x 0,25mm x 0,25um)

Pomocéu vremena zadrzavanja (tr) moze se izraCunati indeks ekvivalentne
duzine lanca, EDL (Equivalent Chain Length, ECL; Miller 1985.) estera masnih
kiselina standarda. Za odredeni temperaturni program EDL je pokazatelj mjesta na
kojem izlazi ester odredene masne Kkiseline u odnosu na seriju zasicenih
ravnolan¢anih metil estera. EDL indeks estera ravnolan€anih zasi¢enih masnih
kiselina jednak je broju ugljikovih atoma njihovih kiselina, dok se za ostale metilne
estere masnih kiselina racCuna linearnom interpolacijom izmedu zasicenih
ravnolancanih kiselina:

EDLX _ tRx _tRn

1:Rn+1 - 1:Rn

+Nn

trx- Vrijeme zadrZavanja metilnog estera x

trn- vrijeme zadrzavanja Cn:0, zasi¢enog ravnolananog metilnog estera koji prethodi
metilnom esteru x

trn+1- Vrijeme zadrzavanja Cn+1:0, ravnolan€anog zasi¢enog metilnog estera masne

kiseline koji izlazi nakon metilnog estera
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Tablica 1. Faktori odziva (F.O. ng/integriranoj povrsini) i pripadaju¢e EDL vrijednosti

standarda.
Ekvivalentna Fak?”
duzina lanca odziva . | Sistematski naziv
(FO)/*10
(EDL) 13
Zasiéene masne kiseline
14:0 14.000 4,02 Tetradekanoicka kiselina
15:0 15.000 3.26 Pentadekanoicka kiselina
16:0 16.000 4,77 Heksadekanoitka kiselina
17:0 17.000 3.75 Heptadekanoicka kiselina
18:0 18.000 5,14 Oktadekanoicka kiselina
19:0 19.000 3,75 Nonadekanoicka kiselina
20:0 20.000 3,70 EikozanoiCka kiselina
22:0 22.000 3,91 Dokozanoicka kiselina
24:0 24.000 3,09 Tetrakozanoi¢ka kiselina
Razgranate masne kiseline
14:0 iso 13.618 4,02 12-metiltridekanoicka kiselina
15:0 iso 14.633 3,26 13-metiltetradekanoicka kiselina
15:0 ai 14.724 3,26 12-metiltetradekanoicka kiselina
16:1iso 15.39 3,26 14-metilpentadecenoitka kiselina
16:0 iso 15.627 3,26 14-metilpentadekanoitka kiselina
17:0 iso 16.641 3,26 15-metilheksadekanoicka kiselina
17:0 ai 16.732 3,26 14-metilheksadekanoicka kiselina
19:0iso 18.631 3.75 17-metiloktanoika kiselina
Nezasi¢ene masne kiseline
14:1 13.863 4,02 Tetradecenoicka kiselina
15:1 14.863 3,26 Pentadecenoicka kiselina
16:1 15.774 3,26 Heksadecenoicka kiselina
16:1(n-7)c | 15.815 3,26 Cis-9-heksadecenoitka kiselina
16:1(n-7)t 15.855 3,26 Trans-9-heksadecenoicka kiselina
17:1c 16.783 3,26 Cis-heptadecenoicka kiselina
17:1t 16.852 3,26 Trans-heptadecenoicka kiselina
18:2(n-6) 17,69 5,69 Cis,cis-9,12-oktadekadienoitka kiselina
18:1(n-9)c | 17.767 3,82 Cis-9-oktadecenoicka kiselina
18:1(n-7)c | 17.810 3,82 Cis-11-oktadecenoicka kiselina
18:1(n-9)t 17.857 3,82 Trans-9-oktadecenoicka kiselina
19:1t 18.817 3,26 Nonadecenoicka kiselina
20:5(n-3) 19.459 5,565 Cis,cis-5,8,11,14,17-eikoza-pentaenoicka Kiselina
20:4(n-3) 19.544 4,98 Cis,cis-8,11,14,17-eikoza-tetraenoicka kiselina
20:2(n-6) 19.719 3,51 Cis-11,14-eikoza-dienoi¢ka kiselina
20:1(n-9) 19.763 1,60 Cis-11-eikozaenoicka kiselina
20:1(n-7) 19.809 1,60 Cis-13-eikozaenoicka kiselina
22:2(n-6) 21.229 3,80 Cis-13,16-dokozaeinoicka kiselina
22:6(n-3) 21.333 5,37 Cis,cis-4,7,10,13,16,19-dokoza-heksaenoicka kis.
22:1(n-9) 21.757 2,37 Cis-13-dokozaenoicCka kiselina
24:1 23.756 2,82 Tetrakozaenoicka kiselina
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3.7.Mikrobioloska analiza

500 mg homogeniziranog uzorka razrijedi se u 5 mL destilirane H,O (sterilizirane
autoklaviranjem) s dodatkom 0,85% NaCl. Uzorak se dodatno homogenizira i
razrijedi 10x. Po 100 pL tako pripremljenog uzorka razmaze se na NOACK gotove
podloge za testiranje aeroba, kvasca i plijesni, Lactobacilussp. i E. coli. Podloge se
inkubiraju 48 sati na 37°C.Nakon inkubacije broj razvienih kolonija se preracuna u

broj stanica /g uzorka(CFU, eng. colony forming units).

3.8.0dredivanje masenog udjela proteina

Koli¢ina proteina odredivana je spektrofotometrijski metodom po Lowry-u (1951.) u
supernatantu nakon centrifugiranja homogenata tkiva na 10 000 g tijekom 30
minuta. Koncentracija proteina izrazena je u miligramima proteina po gramu vlaznog
tkiva (mg proteina/g tkiva). Kao standard koristen je albumin govedeg seruma

(SigmaAldrich, Njemacka).
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3.9. Reaktivni spojevi tiobarbituratne kiseline

Za odredivanje TBARS (reaktivni spojevi tiobarbituratne kiseline), koriSteni su
pojedinacni uzorci fileta incuna. U staklenoj epruveti koja je sadrzavala tkivo
mase 10 g, dodaje se 25 ml otopine trikloroctene kiseline (20% w/v) i 100 pL 0.01%
otopine BHT (butilirani hidroksitoluen) u etanolu, kako bi se sprijeCila autooksidacija
masnih kiselina u uzorku. Smjesa dobivena homogeniziranjem tkiva se filtrira (grubi
filter papir), nakon €ega se u 1 ml filtrata prociS¢enog od grubih dijelova tkiva dodaje
jednak volumen 0,02 M otopine tiobarbituratne kiseline (TBA). MjeSavina se inkubira
60 minuta na 100° C. Paralelno sa uzorcima, na isti nacin priredeno je serijsko
razriedenje malonildialhehid (MDA) standarda, u rasponu koncentracija od 0 do 250
MM. Kao MDA standard koriSten je reagens 1,1,3,3-tetrametoxypropan. Nakon
inkubacije, uzorci i serijska razrjedenja standarda se hlade 10 minuta na ledu i
potom centrifugiraju na 10000 g. Uzorci i standardi se ispipetiraju u mikrotitarsku
plo€u nakon €ega se apsorbancija mjeri na valnim duljinama od 530 i potom 620 nm.
Vrijednosti apsorbancije na 620 nm, oduzimaju se od vrijednosti na 530nm, nakon

Cega se iz standardne krivulje ocitaju vrijednosti koncentracije TBARS.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Utjecaj zacinskih dodataka na profil masnih kiselina mariniranog
in€una

Zacinski dodatci koji doprinose oCuvanju nezasi¢enih masnih kiselina jesu ruzmarin,
chilli papri€ica i motara, dok s dodatkom maj€ine dusice, kadulje i borovice znatno
raste udio zasiCenih masnih kiselina. Do velikog gubitka polinezasi¢enih masnih
kiselina dolazi uz dodatak maj€ine dusSice, kadulje i borovice, te su ocijenjene kao

neprihvatljive kao dodatak u proizvode.

17



Tablica 2. Profil masnih kiselina mariniranih inéuna nakon 1 mjeseca stajanja u

smjesi suncokretovog i maslinovog ulja (9:1voinvol)

uz dodatak zadina:

ruzmarin, motar, majcina dusica, kadulja, borovica, chilli papricica

marinirani
inéuni 11.mj majcina Chilli

Istra ruZmarin motar dusica  kadulja borovica papricica
C14:0 2,45 2,73 6,35 2,62 2,66 2,55 6,58
C16:1cis (n-7) 1,83 6,66 2,86 3,19 3,26 7,88
C16:1cis (n-9) 3,72 0,50
C16:1trans (n-9)
C16:0 27,30 19,46 36,98 25,62 25,14 24,05 35,81
c17:1 0,41 0,57 1,76 1,56
C17:0 0,99 1,42 0,58 0,56 1,11 1,42
C18:3(cis,cis,cis 6,9,12) 3,05 2,93
C18:2(cis,cis 9,12) 11,51 14,80 2,82 2,61
C18:1CIS 7,67 17,66 7,94 8,17
C18:1 TRANS 3,41 7,00 4,83 4,65
c18:1 5,97 3,12 0,00 5591 45,15 46,44 0,00
C18:0 5,08 12,02 9,73 2,22 10,21 9,53 9,42
C20:4(n-6) 1,18 0,56 1,45 1,43 1,07 0,56
C20:5(n-3) 5,07 3,87 4,71 1,74 4,77
C20:3(n-6) 0,77 0,65
C20:3(n-3) 0,00 5,90 0,40 2,43 2,40 0,25 0,40
C20:2(n-6) 0,29 1,60 1,41 2,95 0,31
C20:1(n-7) 0,00 1,43 0,66 0,33 0,35 0,30 0,70
C20:0 0,17 0,41 0,74 0,92 0,77 0,47
C22:6(n-3) 26,60 3,68 9,54 0,00 0,83 0,66 10,20
C22:3(n-6) 0,58 0,35 0,37
C22:2(n-6) 0,46 1,35 1,43
C22:1(n-7) 0,37 0,20 0,00 0,21 0,34 0,41 0,21
C22:0 1,95 2,02 1,93 1,84
C24:1 0,42 0,89 0,27 0,35 0,30 0,90
C24:0 0,60 0,13 0,60 0,61 0,57 0,22
zasi¢ene mk (%) 35,82 36,93 44,56 65,04 56,23 58,02 46,09
Mononezasi¢enemk (%) 19,24 33,56 21,89 60,13 51,14 52,28 22,51
Polinezasi¢enemk (%) 44,94 28,87 23,07 5,48 6,85 7,31 23,57
w-6 polinezasi¢enemk (%) 1,76 15,26 5,60 3,05 3,61 4,66 5,59
w-3 polinezasi¢enemk (%) 31,66 13,45 14,65 2,43 3,24 2,64 15,37
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4.2 Kemijske promjene u kvaliteti mariniranog in¢una tijekom
skladistenja

Tijekom skladiStenja uzorka, propadaju masne kiseline i to se odrazava na kvalitetu
mariniranog in¢una. Kemijska promjena autooksidacija deSava se u dugotrajnom
kontaktu nezasi¢enih masnih kiselina s kisikom iz zraka. Drugi oblik propadanja
masnih kiselina je autoliza masti koja je naj¢eSce uzrokovana enzimskim djelovanjem
mikroorganizama (Simat 2009.). Indikatori oksidativnog djelovanja, odnosno
parametri koji su mjereni su: ukupni udio masnoca, promjene u zasi¢enosti masnih
kiselina; saturirane (SAT), monozasicene (MUFA) i polizasi¢ene (PUFA), promjene

udjela proteina i koncentracija reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline (TBARS).

4.2.1 Masne kiseline

Korisnost ulja kao konzervacijskog sredstva, uc€inak ulja na odnos zasi¢enih i
nezasi¢enih masnih kiselina te ucinak djevicanskog maslinovog ulja na postojanost

sastava, zasicenost i omjer masnih kiselina prikazani su na Slici 7.

a) b)
FIM 1 FIM 2
SAT = MUFA = PUFA 20
20 - 5
o
15 o~
10 -
10 -
5 - >
0 T T T T T 1 O T T T T T 1
M 2M  3M 4M  5M  6M IM 2M 3M 4M  5M &M

Slika 7. Udjeli masnih kiselina (%) u vremenu (mjeseci) tijekom skladiStenja na +4°. a)

Marinirani proizvod pohranjen u marinadi i b) marinirani proizvod pohranjen u

smjesi suncokretovog i maslinovog ulja (9:1)
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U incunima mariniranim u octu udio masnoca u tkivu iznosi < 5%. 1z grafickog prikaza
vidljivo je da se konzerviranjem u ulju proizvod obogacuje nezasicenim masno¢ama,
zbog apsorpcije ulja u meso ribe. Nakon 2 mjeseca skladiStenja proizvoda FIM2
dolazi do smanjenja ukupnog udjela lipida. Pad udjela masnoc¢a u uzorku u odnosu
na 1. mjesec sa 16% na 5-8% posljedica je uspjednijeg ocijedena uzorka prilikom
pripreme uslijed gubitka konzistencije mesa kroz 2 mjeseca skladiStenja u ulju.

Na Slici 8. prikazan je utjecaj zacinskih dodataka ruzmarina, chilli papri€ica i suhih
rajCica na postojanost sastava masnih kiselina u proizvodu (FIM3-FIMS). Prisutnost
ruzmarina kao zacinskog dodataka u proizvodu FIM3 (Slika 8.a) utjeCe na oCuvanje
polinezasi¢enih masnih kiselina. Nakon primarne apsorpcije i porasta masnoca u
tkivu do 16% dolazi do kontinuiranog pada udjela masno¢a do minimalnih 9% u 4. i
5. mjesecu skladistenja, $to upucuje na konstantnu konzistenciju u periodu 3. - 5.
mjeseca. Nadalje, u 6. mjesecu uoc€en je ponovni znatni porast udjela masnoéa, kao
vierojatna posljedica gubitka konzistencije (opazeno senzorickim pokusima
kusanjem) chili papricica.

Nasuprot ruzmarinu, dodatak chilli papri€ica (FIM4, Slika 8.b) i suhih rajCica (FIMS5,
Slika 8.c) naruSavaju konzistentnost tkiva Sto se odrazava kroz varijabilnost
apsorpcije masnoca. U proizvodu s dodatkom chilli papriica opazen je porast udjela
PUFA (Slika 9.b.) i do 8%. Apsorpcija ulja pored obogaéenja masnim kiselinama iz
ulja doprinosi i obogacenju PUFA iz chilli papri€ica koje su opisane u literaturi bogat
izvor 18:2 (n-6) i 18:3 (n-3) masnih kiselina (de Souzasora isur. 2015.).
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Slika 8. Udjeli masnih kiselina (%) u vremenu (mjeseci) tijekom skladistenja na +4°.
a) Ucinak ruzmarina, b)chilli papri€ica i ¢) smjese ruzmarina, chilli papricica

i suhih rajCica na stabilnost masnih kiselina.

Prema literaturnim podatcima sjeme chilli papri€ice sadrzi do 21% ukupnih lipida od
¢ega do 75% moze biti polinezasi¢enih masnih kiselina (Jarret i sur 2013.). Najveci
stupanj apsorpcije ulja u tkivo zabiljezen je u proizvodu FIM5 (Slika 9.c) usljed
dodatka suhih raj€ica. Proizvod je obogacen polinezasi¢enim masno¢ama u udjelu

11-15% nakon 4. mjeseca skladistenja.
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4.2.2 TBARS/MDA i proteini

Reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline (TBARS) vriledan su parametar za
prepoznavanje stupnja autooksidacije masti, odnosno uzeglosti masti (Simat i sur.
2009.). Stupanj oksidacije masti nastale tijekom prerade ili skladiStenja proizvoda od
mariniranih incuna FIM1-FIM5 odredivali smo mjerenjem koncentracije sekundarnih
produkata lipidne oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina, malonaldehida (MDA),
tiobarbituratnim testom. Na Slici 9. prikazana je usporedba inéuna Cuvanih u marinadi
(a) i u ulju (b), dok je na Slici 10. prikazan utjecaj zacCinskih dodataka. Koncentracija
MDA kod mariniranih incuna mijenja se tijekom skladiStenja ovisno o recepturi.
Pocetne vrijednosti najnize su kod FIM1 i FIM4 (4 mg/g), dok vecina receptura u ulju
(FIM2, FIM3 i FIM5) ima viSu pocetnu vrijednost (8-9 mg/g) zbog visokog udjela ulja.
Postojani rast TBARS biljezi se kod recepture koja je samo u marinadi (FIM1) dok je
uz ulje kao konzervacijski medij zabiljezen skok vrijednosti u 4. mjesecu, sve ostale
vrijednosti <10 mg/g. U recepturama FIM3, FIM4 i FIM5 dolazi do blagog variranja
TBARS/MDA tijekom vremena skladistenja, no vrijednosti su relativno niske od 4 do
maksimalno 8 mg/g (FIM3 u 4. mjesecu uzorkovanja), sve vrijednosti TBARS/MDA

su daleko ispod uobiajenog dozvoljenog standarda koji iznosi 2 mg/kg.

U svim recepturama proteini su veoma stabilni tijekom vremena skladistenja, s
najviSom vrijednoSc¢u u prvih mjesec dana od 340 mg/g u octenoj marinadi (FIM1),

Sto skladistenjem blago pada do 260 mg/g (Slika 9.).
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Slika 9.Koncentracija TBARS/MDA i proteina.a) Marinirani proizvod pohranjen u
marinadi i b) marinirani proizvod pohranjen u smjesi suncokretovog i

maslinovog ulja (9:1)

Usljed razrjedenja razliCitim dodatcima u recepturama FIM3-FIM5 (Slika 10.) dolazi
do smanjenja relativnog udjela proteina u konacnom proizvodu ali su tijekom

vremena skladistenja promjene male.
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Slika 10. Koncentracija TBARS/MDA i proteina.a) UCinak ruzmarina, b) chilli
papricica i c) smjese ruzmarina, chilli papri€ica i suhih rajCicana stabilnost proteina i

autooksidaciju



4.3 MikrobioloSke promjene u kvaliteti mariniranog in¢una tijekom

skladistenja

Dodatkom ruzmarina proizvod se stabilizira Sto potvrduje i analiza mikrobne

aktivnosti u proizvodima (Slika 11). Znatno manji broj aerobnih bakterija zabiljezen je

u proizvodu s dodatkom ruzmarina, gotovo jednak onome u samoj octenoj kiselini. Sa

uvodenjem suhih rajcica u proizvod koje, nisu bile prethodno sterilizirane, naruSava

se mikrobioloSka kvaliteta, nema aktivhog procesa u proizvodu, niti degradacije

masnoca. Sve vrijednosti uzgojivih mikroorganizama su daleko ispod granica

maksimalno dozvoljenih za propisanu sukladnost prehrambenih proizvoda. U

mariniranim proizvodima uzgojive bakterije roda Lactobacilus nisu pronadene. U niti

jednom uzorku nije pronadena entero bakterija E. coli.

Aerobitot. M Lactobacilus sp. Plijesni  ® Kvasci
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octa (6%) ruzmarina papricice papricice, ruzmarina i

susenih rajcica

Slika 11. Ukupni aerobi, plijesni, kvasci i Lactobacilussp., u razliCitim recepturama

izraZzena kao broj stanica koje formiraju kolonije (CFU)/1g
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5. ZAKLJUCAK

1. Ruzmarin, motar i chilli papri€ica najviSe doprinose oCuvanju nezasi¢enih masnih

kiselina, u postupku mariniranja incuna.

2. Cuvanje mariniranih proizvoda u smijesi suncokretovog i maslinovog ulja s
dodatkom ruzmarina i chilli papriCice pokazalo je oCuvanje izvornih masnoca i
proteina iz mesatijekom 6 mjeseci. Niti u jednom proizvodu tijekom ispitivanja nije

primijeCen razvoj procesa autooksidacije.

3. Pokazano je da uz prisutnost zacina u proizvodu dolazi do veée apsorpcije ulja u

meso ribe i obogacéenja sastojcima sadrzanim u ulju.

4. MikrobioloSka analiza pokazala je da dodani ruzmarin djeluje inhibiraju¢e na rast
aerobnih bakterija, dok se dodatkom suhih rajCica povecava rizik od mikrobne
aktivnosti. Sve vrijednosti mikrobioloskih pokazatelja su u svim ispitanim proizvodima

sukladne propisanim standardima.
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