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SAZETAK

ni spojevi su najzastupljeniji spojevi u kulenu.

UVOD

Kulen je poznati tradicionalni mesni proizvod s podruc-
ja isto¢ne Hrvatske koji se ubraja u trajne fermentirane
kobasice. Proizvodi se po tradicionalnoj recepturi od
usitnjenog svinjskog mesa uz dodatak ¢vrstog masnog
tkiva, soli i zacina (crvena slatka paprika, ljuta paprika,
¢edSnjak i papar). Nadjeva se u slijepo svinjsko crijevo. Na-
djeveno crijevo se tijekom najmanje 90 dana podvrgava
sukcesivnim procesima fermentacije, hladnog dimlje-
nja, susenja i zrenja. Specifi¢tna aroma ovog proizvoda
jedna je od najbitnijih parametara kvalitete. Tijekom
proizvodnje fermentiranih kobasica odvijaju se brojne
enzimske i neenzimske reakcije poput razgradnje pro-
teina, razgradnje i oksidacije lipida, Maillardove reakcije
i reakcije Streckerove razgradnje. Te reakcije dovode do
povecanja koncentracije hlapivih komponenata - alde-
hida, karboksilnih kiselina, alkohola, ketona, estera kao
i sumpora, dusika i ostalih komponenata koje utjecu
na samu aromu proizvoda. Aroma je izuzetno vazna za
prihvatljivost menih proizvoda. U aromi fermentiranih
kobasica nadeno je oko 400 hlapivih spojeva. Sastav i
kvantiteta hlapivih spojeva ovisi o tipu upotrebljenog
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mesa, dodanim zacinima, primjenjenom tretmanu di-
mljenja, duzini procesa zrenja i drugim ¢imbenicima.

Cilj ovog istraZivanja je odrediti hlapive spojeve plin-
sko kromatografsko-masenom spektrometrijskom (GC-
MS) analizom uzoraka tradicionalnog hrvatskog proizvo-
da-kulena.

MATERIJAL I METODE

Uzorak

U ovom istraZivanju ispitivana su 24 uzoraka kulena koji
su proizvedeni na podru¢ju Baranje i Slavonije te su su-
djelovali na kulenijadi u Jagodnjaku.

Analiza hlapivih spojeva

Uzorci kulena homogenizirani su u komercijalnom pro-
cesoru hrane uz dodatak zasi¢ene otopine NaCl-a. 10 mL
uzorka kvantitativno je preneseno u stakleni vial od 20
mL u koji je prethodno postavljen magnet za mijesanje
i zatvoreno sa PTEF septumom. SPME vlakno koristeno
u ispitivanjima, obloZeno je DVB/Carboxen/PDMS puni-
lom (divinilbenzen/karboksen/poli-dimetilsiloksan) de-
bljine 50/30um, 2 cm duljine. Prije same ekstracije kon-
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dicionirano je 2 minute na 2400C. Uzorci su stavljeni u
vodenu kupelj na 400C te je ekstrakcija provedena kroz
60 minuta uz konstantno mijesanje. Odmah po zavriet-
ku ekstrakcije SPME vlakno izvadeno iz uzorka, injektira-
no je u 6890N plinski kromatograf (GC) povezan sa 5975i
masenim spektrometrom (MS). Prethodno adsorbirani
analiti, pod utjecajem visoke temperature, desorbirani
su sa vlakana.

Temperatura injektora u splitless modu bila je 230°C, a
vrijeme desorpcije 2 minute. Plin nosilac je bio helij s pro-
tokom 1,5 mL/min. Separacija hlapivih spojeva izvrsena
je na ZB-5MS, 30m X 0,25 mm ID x 0,25um (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA) koloni ovim temperatur-
nim programom: pocetna temperatura 40°C - 10°C min;
200°C, 5°C/min; 250°C, 20°C/min- 5 min. Energija elekrona
za ionizaciju molekula uzoraka bila je 70 eV. Parametri ma-
senog spektrometra postavljeni su na brzinu ocitanja od 1
ocitak/s (scan/s) i opseg razdvajanja mase i naboja (m/z) u
rasponu od 50-450 (Marusic¢ i sur., 2011).

Kako bi se izracunala retencijska vremena izdvojenih
hlapivih spojeva prethodno je pripremljena smjesa C8-
C20 n-alkana i analizirana pod istim kromatografskim
uvjetima kao i uzorci pruta. Identifikacija hlapivih spojeva
provedena je usporedbom dobivenih masenih spektara sa
onima sadrzanima u NIST 2005 bazi podataka, verzija 2.0
(NIST, Gaithersburg, MD, USA), te usporedbom dobivenih
retencijskih indeksa sa vrijednostima u literaturi (Adams,
2001 i in-house library) i pomoc¢u AMDIS 32 kompjuter-
skog programa (Automated Mass Spectral Deconvolution
and Identification System) (NIST, Gaithersburg, MD, USA).

REZULTATI I RASPRAVA
Analiza hlapivih spojeva
Iz tablice 1. vidljivo je da je plinsko kromatografsko-ma-
senom spektometrijskom (GC-MS) analizom uzoraka ku-
lena nadena 104 hlapiva spoja arome: 31 fenol, 10 alde-
hida, 10 alkana i alkena, 9 kiselina, 9 estera i laktona, 9
ketona, 9 aromatskih ugljikovodika, 6 furana, benzofura-
na i pirazina, 5 terpena, 3 alkohola i 3 organosumporna
spoja. Identificirani spojevi pripadaju slijedeé¢im kemij-
skim grupama spojeva: fenoli (49%), aldehidi (14%), or-
ganosumporni spojevi (7%), ketoni (7%), aromatski uglji-
kovodici (4%), kiseline (4%), esteri i laktoni (3%), furani,
benzofurani i pirazini (3%), alkoholi (3%), terpeni (3%) i
alkaniialkeni (3%) (slika 1). Fenoli, aldehidi, ketoni i orga-
nosumporni spojevi su najzastupljeniji spojevi u kulenu.
Proteoliticki i lipoliticki enzimi igraju vaznu ulogu u
formiranju hlapivih spojeva. Hlapive tvari arome nastaju
reakcijama kemijske ili enzimske oksidacije nezasicenih
masnih kiselina i te daljnjim interakcijama s proteinima,
peptidima i slobodnim aminokiselinama (Krvavica i sur.,
2010). Takoder hlapivi spojevi nastaju i Streckerovom raz-
gradnjom slobodnih aminokiselina.
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Po broju spojeva, najzastupljenija kemijska skupina
spojeva u analiziranim uzorcima su fenoli. Identificiran je
31 fenol, a zauzimaju 49% ukupne povrsine identificiranih
spojeva. S obzirom da je kulen proizvod u ¢iju je proizvod-
nju ukljucen i proces dimljenja, onda je oekivana identi-
fikacija fenolnih spojeva kao i derivata furana i 2-ciklopen-
ten-1-ona jer su to spojevi koji su karakteristi¢ni za dim od
drveta nastao pirolizom celuloze, hemiceluloze i lignina
(Maga, 1987). U procesu dimljenja, komponente dima se
apsorbiraju na povrsini kulena gdje reagiraju ili ostvaruju
jaceili slabije veze sa komponentama kobasice. Zbog toga
e prilikom analize (HS-SPME) pare iznad otopine sadrza-
vati samo one spojeve dima koji su apsorbirani na povrsi-
nu, ali koji nisu reagirali ili ostvarili jace interakcije (Guillén
i sur,, 2006). Najzastupljeniji od fenolnih spojeva su bili:
fenol (10,20%), 2-metoksifenol (8,78%), 2-metoksi-4-me-
tilfenol (4,81%), 4-etil-2-metoksifenol (2,74%), 2-metilfe-
nol (2,74%), 3-metilfenol (2,70%) i 4-metilfenol (2,25%).
Metoksifenoli i fenoli su aromatski spojevi sa aromom po
dimu, paljevini, zagorenome (,pungent’, ,cresolic’, ,he-
avy’, ,burnt” i ,smoky”) (Guillén i Manzanos, 2002) i imaju
antioksidativno i antimikrobno djelovanje. Metoksifenoli
iz dima imaju strukturu koja odgovara strukturi lignina
drva (Jerkovi¢ i sur,, 2007). Prag detekcije je izmedu 0,1 1
ng/L (Hierro i sur.,, 2004) i upravo te niske vrijednosti ¢ine
metoksifenole i fenole jednim od bitnijih spojeva koji utje-
¢u na aromu kulena.

Ketoni zauzimaju 7% ukupne povrsine identificiranih
spojeva. |dentificirano je 9 spojeva. 7 spojeva su derivati
2-ciklopenten-1-ona koji su najvjerojatnije nastali Maillar-
dovim reakcijama sloZenih ugljikohidrata (celuloze) nasta-
le pirolizom tijekom dimljenja (Jerkovi¢ i sur., 2010). Ostali
spojevi potjecu od lipidne oksidacije. Najzastupljeniji
spojevi su bili 2-metil-2-ciklopenten-1-on (1,67%), 3-etil-
2-ciklopenten-1-on (1,62%) koji je nositelj snaznog mirisa
i okusa (Cutzach i sur,, 1997) te acetofenon (1,30%).

Furani, benzorurani i pirazini zauzimaju 3% ukupne
povrsine identificiranih spojeva. Furani potje¢u od dima
i Maillardovih reakcija. Najzastupljeniji su bili benzofuran
(0,77%), 2-pentilfuran (0,59%) i 2,3-dihidrobenzofuran
(0,48%). Derivati furana daju note arome po karameli, slat-
kome, zagorenom i Secerne note (Viani i Horman, 1974).
Od pirazina je najzastupljeniji bio trimetilpirazin (0,69%).

Oksidacija lipida je glavni faktor koji ima utjecaja na
kvalitetu i prihvatljivost mesnih proizvoda (Morrissey i sur.,
1998). Aldehidi su glavni sekundarni produkti oksidacije
lipida i druga su najzastupljenija grupa spojeva u analizira-
nim uzorcima. Zauzeli su 14% ukupne povrsine identifici-
ranih uzoraka. Najzastupljeniji medu njima bili su benzena-
cetaldehid (5,90%), benzaldehid (3,42%), nonanal (1,60%) i
heksanal (1,57%). Heksanal je u literaturi opisan kao glavni
produkt oksidacije u trajnim suhomesnatim proizvodi-
ma. Aroma heksanala moze se opisati kao zelena i masna
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Tablica 1. Udio hlapivih spojeva u uzorcima slavonskog kulena (% od ukupne povrsine)
Table 1. The share of volatile compounds in samples of Slavonian kulen (percentage of the total area)

SPOJEVI/VOLATILES

KISELINE/ ACIDS

2-metilbutanska kiselina
2-Methylbutanoicacid

Oktanska kiselina/Octanoicacid
Nonanska kiselina/Nonanoicacid
Dekanska kis./Decanoicacid
3-hidroksi-4-metoksi benzenska k.
3-Hydroxy-4-methoxybenzoicacid
Tetradekanska kiselina
Tetradecanoicacid
Pentadekanska kiselina
Pentadecanoicacid
Heksadekanska kiselina
Hexadecanoicacid
9-Oktadekanska kiselina
9-Octadecenoicacid

ALDEHIDI/ ALDEHYDES

Heksanal /Hexanal

2-heptenal / 2-Heptenal
Benzaldehid/ Benzaldehyde
Benzenacetaldehid
Benzeneacetaldehyde
24-heptadienal/2,4-Heptadienal
Nonanal/Nonanal
2-nonenal/2-Nonenal
4-hidroksi-3-metoksi benzaldehid
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyde
Heksadekanal/Hexadecanal
(2)-9-oktadecenal/(2)-9-Octadecenal

1183
1285
1379

1447

1764

1865

1975

2091

805
966
970

1048

1061
1105
1159

1399

1815
1992

0,00

0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00

FURANI, BENZOFURANI, PIRAZINI/FURANS, BENZOFURANES, PYRAZINES

2-pentilfuran/2-Pentylfuran
2-furfuril acetat/2-Furfuryl-acetate
Benzofuran/Benzofuran
Trimetilpirazin/Trimethylpyrazine
2,3-dihidrobenzofuran
Trimethylpyrazine

Dibenzofuran

TERPENI/ TERPENES
Alfa-terpinen/ a-Terpinene
Limonen/ Limonene

Linalol/ Linalool

Kopaen/ Copaene
B-kariofilen/ B-Caryophyllene

ALKOHOLI/ALCOHOLS
2-furanmetanol/2-Furanmethanol
Benzil alkohol/ Benzyl alcohol
2-feniletanol/ 2-Phenylethanol

990
995
1001
1007

1226
1538

1018
1033
109
1372
1434

853
1036
m7

ESTERI | LAKTONI/ ESTERS AND LACTONES

Etil-2-metil butanoat

Ethyl 2-methylbutanoate
Pantolakton/Pantolactone

Metil dekanoat/ Methyl decanoate
Etil dekanoat/ Ethyl decanoate

Bis (2-metilpropil) butanoat
Bis(2-methylpropyl)butanoate

851

1043
1325
1387

1477

0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

Srednja
Max vrijed-
nost
Mean
0,68 0,14
1,22 017
3,58 0,57
1,96 0,64
147 0,32
422 0,26
1,66 0,19
2,29 0,30
1239 1,18
Ukupno
Total il
737 157
2,09 032
2,73 342
22,34 590
173 047
438 1,60
1,18 0,14
1,19 0,18
224 0,60
043 0,10
Ukupno
Total %
259 0,59
2,79 0,44
344 0,77
1,9 0,69
1,86 048
0,65 0,08
Ukupno
Total 305
143 0,27
3,09 0,69
8,07 1,05
0,34 0,02
5,02 088
Ukupno
Total 29
245 0,70
13,00 1,60
233 0,68
Ukupno
Total 2%
237 0,14
3,90 0,96
157 0,48
495 0,90
043 01
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STDEV

0,22

039
0,9
0,60

034
0,85
0,36
0,59

2,95

201
052
504

7,20

052
1,10
033

0,25

0,74
0,14

0,61
0,56
0,72
0,53

0,51
0,15

040
0,69
174
0,09
171

0,88
2,78
0,62

048

094
042
127

013

Identifi-
kadja
Identifi-
cation

MSRI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI
MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI
MSRI

MSRI
MSRI
MSRI
MSRI

MSRI
MSRI

MSRI
MSRI
MSRI
MSRI
MSRI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

SPOJEVI/VOLATILES

Bis (2-metilpropil) heksadekanoat
Bis(2-methylpropyl)hexadecanoate
Metil heksadekanoat

Methyl hexadecanoate

Dibutil ftalat/Dibutyl phthalate

Etil heksadekanoat

Ethyl hexadecanoate

Izopropil palmitat

Isopropyl palmitate

1683

1926
1963
19%

2023

ALKANI I ALKENI/ ALKANES AND ALKENES

4-metillundekan
4-Methylundecane
Tridekan /Tridecane
Tetradekan/Tetradecane
Pentadekan/Pentadecane
Heksadekan/Hexadecane
Heneikozan/Heneicosane
3,4-dimetil-2,4-heksadien

3 ,4-Dimethyl-2,4-hexadiene
2,6-di(terc-butil)-4-hidroksi-
4-metil-2,5-cikloheksan
2,6-Di(tert-butyl)-4-hydroxy-
4-methyl-2,5-cydohexane
Ciklodekan/Cydodecane
Eikozan/ Eicosane

KETONI/ KETONES
2-metil-2-ciklopenten-1-on
2-Methyl-2-cyclopenten-1-one
3-metil-2-ciklopenten-1-on
3-Methyl-2-cyclopenten-1-one

3 4-dimetil-2-ciklopenten-1-on

3 ,4-Dimethyl-2-cydopenten-1-one
1-(2-furanil)-1-propanon
1-(2-Furanyl)-1-propanone
3-metil-1,2-cklopentadion
3-Methyl-1,2-cyclopentadione
2,3-dimetil-2-ciklopenten-1-on
2,3-Dimethyl-2-cydopenten-1-one
Acetofenon/ Acetophenone
3-etil-2-cklopenten-1-on
3-Ethyl-2-cydopenten-1-one
3-etil-2-hidroksi-
2-ciklopenten-1-on
3-Ethyl-2-hydroxy-
2-cydopenten-1-one

FENOLI/PHENOLS

Fenol/Phenol
2-metilfenol/2-Methylphenol
3-metilfenol/3-Methylphenol
4-metilfenol/4-Methylphenol
2-metoksifenol/2-Methoxyphenol
2,6-dimetilfenol/2,6-Dimethylphe-
nol

2-etilfenol/2-Ethylphenol
2,4-dimetilfenol
2,4-Dimethylphenol
2,5-dimetilfenol/
2,5-Dimethylphenol
3,5-dimetilfenol
3,5-Dimethylphenol

1103

1305
1404
1502
1600
2105

1028

1471

1680
1803

909

967

997

1011

1029

1040
1075
1083

122

985
1057
1079
1087
1092

112
1139
1152

1154

1166

0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,00

0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00

121

0,61
159
035

048

Ukupno
Total

1,78

2,10
087
050
0,70
044

187

122

058
1,16
Ukupno
Total

17,18
139
228
038
054

1,67
8,05
9,07

233

Ukupno
Total

2321
584
8,08
994
2340

198
522
328
134

193

Srednja
vrijed-
nost
Mean

0,16

0,10
033
0,09

0,10

013

0,12
013

167
025
046
029
006

0,30
130
1,62

0,67

1020
274
270
225
878

0,76
0,52
1,00

058

045

STDEV

028

0,17
0,50
0n

013

058

0385
0,18
0,12
0,15
0,10

053

0,26

0,17
0,24

410
037
055
027
0,16

0,61
19
2,56

0,60

51
182
321
334
5,26

057
1,01
0381

0,44

0,65

Identifi-
kadja
Identifi-
cation

MSRI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI

MSRI
MSRI
MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI

MSRI
MSRI

MSRI
MSRI
MSRI
MSRI
MSRI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI
MSRI
MSRI
MSRI
MSARI

MSRI
MSRI
MSRI

MSRI

MSRI
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(,green, grassy, fatty”) (Garcia-Gonzalez i sur., 2008) aroma.

Srednja Identifi- T . .
SPONEVI/VOLATILES R Min  Mag Vet o kadia Nonanal doprinosi ukupnom osjetu arome sa slatkom i

— "’c:::: voénom aromom (,sweet, fruity”) (Nunes i sur., 2008).
etilfenol/4-Ethylphenol 69 00 276 115 076  MSRl Spojevi koji takoder potjecu od oksidacije lipida su alkani
3-eilfenol/3-Ethylphenol 300 191 066 057  MSRI i alkoholi. Oni mogu nastati oksidacijom metil razgranatih
:ﬂ"z:::;‘i:::mol 4 000 330 072 080 MRl masnih kiselina koje su u malim koli¢cinama zastupljene u
2,3-dimetitfenol ol | I I animalnim tkivima (Berdagué i sur., 1991). Alkoholi zauzima-
2r3'Di“'k°s“‘33"Phe'l':' : ' ' ' ' ' ju 3% ukupne povrsine identificiranih uzoraka. Identificirani
4-metoksi-3-metilfenol . . .
4Methoxy-3-methyiphenol 18200 15 038 0M  MSR su benzil alkohol (1,60%), 2-furanmetanol (0,70%) i 2-fenile-
2-metoksi-5-metilfenol 50 | oo | o o | 9@ | e tanol (0,68%). Oni mogu nastati lipolizom i proteolizom, ali
:r‘::::s"l"d‘sn'::;;ﬁ:’;e“°' takoder mogu nastati i mikrobioloskom aktivnos¢u. Alkoholi
2-Methoxy-4-methylphenol s W ) i imaju visi prag osjetljivosti od aldehida pa je njihov utjecaj na
2/46-trimetilfenol D3 000 15 053 038 MSRI aromu manji (Marusi¢, 2013). Alkani i alkeni zauzimaju 3% od
2,4,6-Trimethylphenol ! " " " ! v, . e . . . .
>-etil-6-metilfenol ukupne povrsine identificiranih uzoraka. Identificirano je 11
2-Ethyl-6-methylphenol EE S ] B ] e spojeva od kojih su najzastupljeniji 4-metillundekan (0,79%),
i::::;f_';'_‘;t:tfﬁmeml 6 00 118 038 0% MR tridekan (0,69%) i 3,4-dimetil-2,4-heksadien (0,41%).
3-¢til-5-metilfenol Vazni spojevi koji potjecu od za¢ina dodanih kulenu su

51 010 081 031 018 NSA VAN o
3-Ethyl-5-methylphenol organosumporni spojevi. Oni zauzimaju 7% ukupne povr-
m::;";g’:z:;:ﬂeml 261000 126 047 035 MRl Sine identificiranih uzoraka. Identificirani su dialil disulfid
2,3,5-trimetilfenol ol o | om | om | | (6,34%), metilalil disulfid (0,42%) i dialil trisulfid (0,12%).
iz't?l'Tz““‘::"z:!’f"e“‘l" Oni potjecu od ¢e$njaka. Kada se ¢e$njak izreze ili zdrobi,
1l-2-metoKsitenol . . .. . .y . . . . .

4ethyl-2-methoxyphenol 128 000 5% 274 175 MSH enzim alinaza se aktivira i potice proizvodniju alicina koje-
4+inil-2-metoksifenol e mu se pripisuje mirisni i okusni dozivljaj svjezeg ¢esnjaka.
4-Viny|-2-methoxypheno| ! ! ! ’ § M d . I- P b-l . d . k k |-k
26-dimetoksifend edutim, alicin je nestabilan i razgraduje se kroz nekoliko
2,6-Dimethoxyphenol RO R putova. Dialil disulfid je tako najvjerojatnije direktni proi-
Zmetoksi-4(2-propenillfenol .. 000 a0 gs om0 wsR zvod razgradnije alicina ili zamijenjuje sintezu drugih poli-
2-Methoxy-4-(2-propenyl)-phenol oy AT . -
Figesiol/Eiigesol L6t 000 15 04 047 MSR sulfida sli¢no kao i dialil trisulfid (Kimbaris i sur., 2006).
2-metoksi-4-propilfenol ol om | am | oo | om | e Drugi spojevi koji su izolirani i identificirani, a takoder
2-Methoxy-4-propylphenal potjec¢u od za¢ina su terpeni. Zauzimaju 3% ukupne po-
2-metoksi-4-(1-propenil)-fenol wo0n 0n 024 02

MSRI vréine identificiranih uzoraka. Najzastupljeniji su linalol
(1,05%), B-kariofilen (0,88%) i limonen (0,69%). Ocekivano
je da se pojavljuju u ovako malom postotku jer nisu upo-
trebljavani zacini sa znacajnijim udjelom terpena kao $to
su crni papar, muskatni orasci¢, klinci¢ i drugi.

Esteri nastaju esterifikacijom karboksilnih kiselina i
alkohola (Sabio i sur.,, 1998). Laktoni su unutarnji ciklicki
esteri hidroksikarbonskih kiselina. Ove dvije grupe spo-
jeva zajedno zauzimaju 3% ukupne povrsine identificira-
nih spojeva. Identificiran je samo jedan predstavnik lak-
tona i to pantolakton (0,96%). Kod estera je identificirano
9 spojeva od kojih su najzastupljeniji bili: etil dekanoat

2-Methoxy-4-(1-propenyl)-phenol
4-metil-2,6-bis(1,1-dimetil)-fenol
4-Methyl-2,6-bis(1,1-dimethyl)- 1517 0,00 0,58 on 0,12 MSRI
phenol

Ukupno

Total
AROMATSKI UGLJIKOVODICI / AROMATIC HYDROCARBONS
1,3-dimetilbenzen (m-ksilen)
1,4-Dimethylbenzene (m-Xylene) g e ZEy v Vs AL
1,2-dimetoksibenzen
1,2-Dimethoxybenzene
1,4-dimetoksibenzen
1,4-Dimethoxybenzene 118 0,00 1,05 042 037 MSRI

Naftalen/ Naphthalene 198 0,00 13,53 133 2,98 MSRI

1-etil-4-metoksibenzen
1-Ethyl-4-methoxybenzene 1234 0,00 1,26 037 038 MS,RI

48,65

1147 0,10 19 0,61 0,45 MSRI

::g:::::ﬁ;‘t’l‘;::ne 240 00 15 048 041 MSR (0,90%), metil dekanoat (0,48%) i dibutil ftalat (0,33%).
1,2,3-trimetoksibenzen Lo T Mali udio estera je rezultat antimikrobnog djelovanja
Ll ’ ' ' ' ' NaCl tijekom dugog procesa zrenja (Gasparado i sur.,
:::;:.':::,T:;:okm:,:e 151000 087 03 02  MSR 2008). Esteri imaju voc¢ne note i to oni koji nastaju od
:;:;::::::iu;::;::m 5% 00 0¥ on of MR kratkolancanih kiselina. Esteri sa dugolanc¢anim kiselina-

Ukupro ma imaju miris na mast (Marusi¢, 2013).
Total % Kiseline su zauzele 4% ukupne povrsine identificiranih
ORGANOSULFURNE KOMPONENTE/ ORGANOSULFUR COMPOUNDS spojeva. Najzastupljenije su bile: 9-oktadekanska kiselina
z:a:i:::.slu(:ﬁsdllfza"yldis"'ﬁde AR R (1,18%), dekanska kiselina (0,64%), nonanska kiselina
M:t;lyllall;I:isulﬁde )OI B (0,57%), 3-hidroksi-4-metoksi benzenska kiselina (0,32%)
i heksadekanska kiselina (0,30%). Jo$ su identificirane:

Diall trisulfid/ Dillyl trisuffide 1298 000 033 012 012 MR
Ukupno T T
ol 688 tetradekanska kiselina, pentadekanska kiselina, oktan-
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3%
3% .
3%
3%
3%
7%
7%

M fenoli/Phenols
M aldehidi/Aldehydes
organosumporni spojevi/Organosulfur compounds
ketoni/Ketones
M aromatski ugljikovodici/Aromatic hydrocarbons
M kiseline/Acids
M esteri i laktoni/Esters and lactones
M furani, benzofurani, pirazini/Furans, benzofuranes, pyrazines
M alkoholi/Alcohols
terpeniTerpenes
alkani i alkeni/Alkanes and alkenes

Slika 1. Udio pojedinih kemijskih skupina u ukupnoj kolicini identificira-
nih hlapivih spojeva u kulenu

Figure 1. The share of respective chemical groups in the total amount of
volatile compounds identified in kulen

ska kiselina i 2-metilbutanska kiselina. Slobodne masne
kiseline se akumuliraju kao rezultat hidrolize triglicerida
(Moltiva i sur., 1993). C2-C6 kiseline mogu nastati mikro-
bioloskom degradacijom piruvata (Gottschalk, 1986).

Aromatski ugljikovodici su zauzeli 4% ukupne po-
vrdine identificiranih spojeva. U analiziranim uzorcima
kulena nadeno je 9 spojeva: naftalen (1,33%), 1,3-dime-
tilbenzen (0,62%), 1,2-dimetoksibenzen (0,61%), 3,4-di-
metoksitoluen (0,48%), 1,4-dimetoksibenzen (0,42%),
1-etil-4-metoksibenzen (0,37%), butilirani hidroksitoluen
(0,23%), 1,2,3-trimetoksibenzen (0,11%), 2,3,5-trimetok-
sitoluen (0,11%).

Usporedba s drugim europskim kobasicama
Usporedivale su se Cetiri salame iz Francuske ,Aoste’, iz
Italije ,italsalumi”, iz Spanjolske ,gran serrano” i iz Nje-
macke ,Giesike” (Schmidt i Berger, 1998) nakon lipidne
ekstrakcije i molekularne destilacije koja daje dobar
uvid u cijeli spektar hlapivih spojeva.

Terpeni (limonen, a-pinen, B-pinen, 6&-3-karen,

B ;- MESO- No. 4x July - August = Vol XVII 2015)

[B-kariofilen, y-terpinen i ostali) i masne kiseline do C10 su
bili najzastupljeniji. Slijedili su alifatski alkoholi (2,3-bu-
tandiol i ketoni (posebno 2-butanon i 2-hidroksi-2-bu-
tanon). Esteri i sumporne komponente (dialil disulfid
i dialil sulfid) su bili glavni manje zastupljeni sastojci. U
njemackoj i francuskoj salami je nadena visoka koncen-
tracija safrola i miristicina. Velike koncentracije heksanala
podrijetlom iz oksidacija i etanola i acetona podrijetlom
iz fermentacija su nadene u razli¢itim talijanskim salama-
ma statickom analizom para iznad otopine (,Milano*,,Fe-
lino*, ,Filzetta”, ,Soppressa’, ,Cacciatorino” i ,Piccante” ),
dok je od organosumpornoh spojeva bio prisutan samo
ugljikov disulfid i fenoli uopée nisu pronadeni (Procida
i sur. ,1999). Dinamickom analizom para iznad otopine
kod,Milano” salame izoliran je visok udio terpena i nizak
udio alifatskih sumpornih komponenata (Meynier i sur.,
1999). Dvije taijanske salame ,Salame Mantovano” i ,Sa-
lame Cremonese” usporedivale su se koristedi dinamicku
analizu para iznad otopine nakon koje se za identifikaciju
spojeva koristila plinska kromatografija — masena spek-
trometrija. Spojevi koji su najvise pridonosili razlikovanju
ove dvije salame bili su 3-metilbutanal, 6-kamfenol, di-
metil disulfid, etil propanoat, 1,4-p-metadien i 2,6-dime-
til-1,3,5,7-oktatetraen (Bianchi i sur., 2007).

Ukoliko ovo usporedimo s rezultatima od kulena
mozemo primjetiti da njega karakteriziraju: nize kon-
centracije terpena (u ostalim europskim salamama ter-
peni su bili jedni od najzastupljenijih spojeva arome),
visoka koncentracija metoksifenola i metilfenola kao i
derivata 2-ciklopenten-1-on-a (ova razlika je prisutna
zbog toga $to se kod mnogih europskih salama ne pro-
vodi dimljenje u toku proizvodnog procesa) te velike
koncentracije dialil sulfida i manje koncentracije drugih
organosumpornih spojeva.

ZAKLJUCAK

Plinsko-kromatografsko-masenom  spektometrijskom
(GC-MS) analizom uzoraka kulena nadena su 104 hlapi-
va spoja arome. Identificirani spojevi pripadaju slijede-
¢im kemijskim grupama spojeva: fenoli (49%), aldehidi
(14%), organosumporni spojevi (7%), ketoni (7%), aro-
matski ugljikovodici (4%), kiseline (4%), esteri i laktoni
(3%), furani, benzofurani i pirazini (3%), alkoholi (3%),
terpeni (3%) i alkani i alkeni (3%). Fenoli, aldehidi, ketoni
i organosumporni spojevi su najzastupljeniji spojevi u
kulenu. Navedeni spojevi potjecu od lipolize - oksidaci-
je masti i proteolize - razgradnje aminokiselina i imaju
vaznu ulogu u formaciji arome kulena. Osim hlapivih
spojeva nastalih lipolizom i proteolizom u aromi kule-
na znacajni su organosumporni spojevi koji potjec¢u od
cesnjaka koji se dodaje tijekom procesa proizvodnje, i
fenolni spojevi koji su karakteristi¢ni za kulen jer je jedna
od faza proizvodnje dimljenje.
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Determination of volatile flavour compounds in kulen

SUMMARY

i Kulen is a traditional meat product from eastern Croatia pertaining to dry fermented sausages. During the processing of dry-cured meat
! products numerous enzymatic and nonenzymatic reactions are carried out. This leads to an increase in the concentration of volatile aroma
! compounds. These compounds are responsible for the specific olfactory properties of products. These properties have a major influence
! onthe consumer perception of quality. For extraction of such compounds from the samples, a headspace solid-phase microextraction was
used. The gas chromatography-mass spectrometry analysis of samples identified 104 volatile aroma compounds. They belonged to the
i following chemical groups: terpenes, aldehydes, organosulfur compounds, ketones, aromatic hydrocarbons, acids, esters and lactones,
i furans, benzofuranes and pyrazines, alcohols, terpenes, alkanes and alkenes. Phenols, aldehydes, ketones and organosulfur compounds

were the most abundant compounds in kulen.

Key words: kulen, gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), aroma, volatile compounds
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Bestimmung von fliichtigen Aromaverbindungen im Kulen

ZUSAMMENFASSUNG

i Kulen ist ein traditionelles Fleischprodukt aus Ostkroatien, das zu den fermentierten Dauerwiirsten zéhlt. Wihrend der Verarbeitung von
i fermentierten Produkten kommt es zu zahlreichen enzymatischen und nichtenzymatischen Reaktionen, die zu einer Steigerung der Kon- !
i zentration von fliichtigen Aromakomponenten fiihren. Diese Komponenten sind fiir die spezifischen Geschmacks- und Geruchseigen-
! schaften dieses Produkts zustdndig, die fiir die Wahrnehmung der Qualitéit bei den Verbrauchern am relevantesten sind. Fiir die Extrak-
! tion dieser Verbindungen aus den Proben wurde die Festphasen-Mikroextraktion aus den Lésungsmittelddmpfen eingesetzt. Anhand der
Gas-Fliissigkeits-Chromatographie und Massenspektrometrie wurden 104 fliichtige Aromaverbindungen identifiziert. Die identifizierten
Verbindungen konnten folgenden chemischen Gruppen zugeordnet werden: Terpene, Aldehyde, Organoschwefelverbindungen, Ketone,
aromatische Kohlenwasserstoffe, Sduren, Ester und Lactone, Furane, Benzofurane und Pyrazine, Alkohole, Terpene, Alkane und Alkene.
i Phenole, Aldehyde, Ketone und Organoschwefelverbindungen sind die im Kulen am hdufigsten vorkommenden Verbindungen.

Schliisselwérter: Kulen, Gas-Chromatographie - Massenspektrometrie (GC-MS), Aroma, fliichtige Verbindungen

______________________________________________________________________________________________________________________________________________

RESUMEN

b ]
p 1
i 1
i i
i Elkulen es el producto cdrnico tradicional de la regién del este de Croacia, salchicha fermentada crudo-curada. Durante el procesamiento
! . . e . e .. .z !
i de los productos fermentados ocurren numerosas reacciones enzimdticas y no enzimdticas que propician el aumento de la concentracion |
! el s . Ve !
i de los componenetes voldtiles del aroma. Estas componentes son reponsables por las caracteristicas especificas del sabor y del olor de |
[ . s Yo . s . . !
| este producto y tienen mds méritos en la percepcion de los consumidores sobre la calidad. Para extraer estos compuestos de las muestras |
[ . e e .z ’ 3 p
i fue usada la microextraccién en fase sélida de los vapores sobre la solucién. Por la espectrometria de masas y cromatografia de gases |
i 1
i en las muestras fueron indentificados 104 compuestos voldtiles del aroma. Los compuestos identificados pertenecian a grupos quimicos
1 siguientes: terpenos, aldeidos, compuestos organosulfurados, cetonas, hidrocarburos aromditicos, dcidos, ésteres y lactonas, furanos, ben- |
i zofuranos y pirazinas, alcoholes, terpenos y alcanos y alquenos. Los fenoles, aldeidos, cetonas y compuestos organosulfurados eran los
i compuestos mds comunes en el kulen.
i 1
i 1
| ]

Palabras claves: Kulen, cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC/MS), aroma, componentes voldtiles
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i Kulen é un prodotto di carne secondo ricette tradizionali proveniente dalle regioni della Croazia dell'est che va annoverato nella categoria
i di salsicce secche fermentate. Durante il processo di fermentazione del prodotto, avvengono numerose reazioni enzimatiche e non-enzi- |
i matiche che risultano in un aumento della concentrazione dei componenti volatili dell’aroma. | detti componenti sono responsabili per
! le caratteristiche gustative e olfattorie specifiche di questo prodotto e sono altresi i piti meritevoli per quanto riguarda la percezione della
qualita da parte dei consumatori. Per l'estrazione di questi componenti dai campioni é stata utilizzata la microestrazione in fase solida dai
vapori sopra la soluzione. Attraverso analisi mediante la gascromatografia -spettrometria di massa sono stati identificati 104 composti
i volatili del'aroma. | composti identificati appartenevano ai sequenti gruppi chimici: terpeni, aldeidi,compositi organici solforati, chetoni,
idrocarburi aromatici, acidi, esteri e lattoni, furani, benzofurani e pirazine, alcoli, terpeni, alcani e alcheni. | fenoli, aldeidi, chetoni e i com-
i posti organici solforati sono quelli prevalenti nei kulen .

Parole chiave: kulen, gascromatografia - spettrometria di massa (GC-MS), aroma, componenti volatili

B ;- MESO- No. 4x July - August = Vol XVII 2015)



