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PREGLEDNI RAD

Metode identifikacije govedeg mesa
12 pasnog Uzgoja

Goran Kis**, Ivica Kos?, Dalibor Bedekovié, Ivan Sirié?, Zlatko JanjeCic, Petar Curkovic:

Sazetak

Meso dobiveno od goveda hranjenih voluminoznim krmivima, odnosno, na pasi premium je proi-
zvod, poboljsanih nutritivnih i osjetilnih karakteristika. Navedeno je potaknulo i veliko zanimanje za me-
tode identifikacije i provjere autenticnosti kojima se garantiraju tvrdnje o podrijetlu takvog mesa. Ovaj
rad daje pregled trenutnih saznanja o identifikaciji autenti¢nosti mesa goveda hranjenih, dominantno
travama, odnosno, pasnim nacinom proizvodnje. Razvijen je niz analitickih metoda, samih ili kombinira-
nih, koje ukljucuju analize elementarnih ili molekularnih sastojaka animalnih proizvoda i u kombinaciji s
kemometrijom, koji su se pokazali korisnima za razlikovanje razliCitih sistema hranidbe uz provjeru au-
tenticnosti mesa goveda drzanih na pasnjacima. Neke od ovih analiza ukljucuju odredivanje sastava ma-
snih kiselina, hlapljivih i fenolnih spojeva, karotenoida, stereoizomera vitamina E, omjera stabilnih izo-
topa, proteinskih markera i drugih bioaktivnih spojeva. Opisana je primjena spektroskopskih metode u
identifikaciji podrijetla govedeg mesa, te suvremena funkcionalna genomika, kao jedan od najnovijih pri-
stupa u identifikaciji mesa proizvedenog na pasi. Njihova identifikacijska pouzdanost u sloZenijim uvje-
tima hranjenja, kao Sto su promjene u dostupnosti krmiva i/ili kada pasa ¢ini samo dio hranidbe Zivoti-
nje i dalje se nadgraduju i aktivno se istrazuju. Opisuju se metode kroz njihove moguénosti i potencijalna
ogranicenja, a $to je naj¢esce uzrokovano varijacijama u kolicini, karakteristikama i sastavu hrane s pas-
njaka koju konzumiraju Zivotinje, a koje su ipak svojstvene sustavima proizvodnje na travnjacima, va-
rijacijama u reakcijama Zivotinja unutar i izmedu pasmina i poteskoce u otkrivanju konzumacije hrane
koja nije trava od strane Zivotinje. Takoder, istiCe niz pitanja za razmatranje, tocke opreza i upozorenja
u primjeni ovih metoda. Provjera autenti¢nosti Zivotinja, povijest hranidbe kroz Zivotinjske proizvode, a
posebno provjera autenti¢nosti mesa od Zivotinja hranjenih travom, suocava se s izazovima svojstveno
praksama u uzgoju stoke, uglavnom zbog varijacija u sastavu obroka i varijacijama tijekom proizvodnog
Zivota. Velik dio dosadasnjih istraZivanja bavio se dokazivanjem sistema identifikacije proizvoda, dok bi
se buducnosti trebalo uloZiti viSe resursa za razvoj baza podataka kako bi se stekla jednostavnost primje-
ne i sigurnost sustava kontrole animalnih proizvoda.

Kljucne rijeci: meso goveda, hranidba, pasa, identifikatori
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Uvod

Provjera autenti¢nosti mesa dobivenog od
goveda hranjenih na pasi od interesa je svih sudi-
onika prehrambenog lanca iz nekoliko razloga.
Zivotinje hranjenje travom zadovoljavaju zahtjeve
potrosaca za nutritivno vrjednijim proizvodima
proizvedenim na ,prirodan“ nacin. Danas potro-
Saci pokazuju sve vedi interes za nacin proizvod-
nje njihove hrane i utjecaju proizvodnje hrane na
okolis te hranidba goveda na pasi, travom, donosi
pozitivne vrijednosti u tom pogledu. Nadalje, sve
veci broj znanstvenih istrazivanja pokazuje da
su prehrambene prednosti mesa s travnjaka, visi
sadrZzaj nutritivno vrijednih spojeva, poput speci-
ficnih masnih kiselina (MK), vitamina i antioksi-
dansa (Aurousseau i sur., 2004; Alfaia i sur., 2009.;
Butlerisur.,2011.). Konacno, proizvodaci koji su se
obvezali postivati specificne uvjete proizvodnje,
obicno putem certificiranih standarda proizvod-
nje, traze zastitu od pojedinih, neiskrenih aktera
u proizvodnji mesa koji bi mogli biti u iskusenju
iskoristiti bolje cijene koje prate takove proizvode,
bez pridrZavanja odgovarajucih ogranicenja ovakve
proizvodnje. U pogledu potencijalne dodane vrijed-
nosti i dodatnih troSkova proizvoda, proizvodaci
mesa i potrosaci su stoga zabrinuti o potencijal-
nim rizicima prijevare. Navedeno, je potaknulo
razvoj analitickih metoda provjere autenticnosti
koje nadilaze kontrolu na farmi (samoinspekciju
ili kontrolu na farmi neovisnih agencija) kako bi
se jamcilo da je proizvod u potpunosti uskladen
sa propisanim standardima. U radu ce se dati
pregled dosadasnjih znanstvenih saznanja i meto-
dologije za provjeru autenti¢nosti mesa hranjenih
dominantno travom u proizvodnji mesa goveda.
Znanstvena literatura o autenti¢nosti mesa goveda
hranjenja travom pokriva ¢itav niz situacija, kao sto
su razlike u hranidbi goveda travom naspram (vs.)
hranidbi Zitaricama ili kukuruzom, hranidbe svje-
Zzom travom vs. hranjenju konzerviranom travom
(sijeno, sjenaza, travna silaza), razlikovanje prema
nacinu konzerviranja (sijeno vs. sjenaza vs. silaza),
razlikovanje prema porijeklu (leguminoze vs. trave,
kultivirane vs. prirodni pasnjaci, botanicki raznoli-
ke vs. monokulture), identifikacija prema udjelima
u obroku, te identifikacija ekoloski vs. konvencio-
nalno proizvedeno meso. Ovaj ¢lanak daje pregled
istraZivanja provedenih u svim tim situacijama uz
opis analitickih metoda primijenjenih u svakome
od njih.
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Razlikovanje specificnosti obroka

Obrok, koji predstavlja kombinaciju krmiva
kojim se Zivotinje hrane, jedan je od najvaznijih
¢imbenika koji utjeCu na sastav mesa goveda. Taj
je ucinak posljedica specifi¢nih spojeva koji se
ili izravno prenose iz obroka - hrane za Zivotinje
u hranu za ljude ili ih proizvode mikroorganizmi
buraga ili metabolizma Zivotinja, pod utjecajem
specificnosti pojedenog obroka. Ovi spojevi, stoga,
mogu posluZiti kao identifikatori hrane koju su Zivo-
tinje pojele, odnosno, nacina proizvodnje mesa
goveda. Razlike u sastavu mesa induciraju razlike
u njegovim optickim svojstvima, a time i spektralne
znacajke, koje se takoder, primjenom odredene
spektrofotometrijske metodologije, mogu koristiti
za potvrdu autenticnosti obroka Zivotinja. U razvoj
identifikacije proizvoda od Zivotinja hranjenih
travom navode se dva sveobuhvatna pristupa, od
kojih je jedan kvantificiranje specificnih elemen-
tarnih i molekularnih sastojaka mesa, te druga
globalnija metoda profiliranja ,,otiska“ animalne
proizvodnje, poput spektrofotometrijske analize
svojstava proizvoda.

Kemijski spojevi u mesu kao indikatori hranidbe
Masne kiseline

U istrazivanju Alfaia i sur. (2009.) utvrde-
na je sa 100 %-tnom sigurnoscu razlika u sastavu
masnih kiselina mesa izmedu Zivotinja hranjenih
koncentratom na bazi jeCma, zZivotinja hranjenih
na pasnjacimaili Zivotinja hranjenih na pasnjacima
uz naknadno dodavanje koncentrata na bazi jeCcma
kroz dva ili Cetiri mjeseca prije klanja. Isto tako,
studijom u Irskoj (Monahan i sur., 2018.) dokazano
je da je sastav MK omogucio ispravnu klasifikaciju
gotovo 93 % uzoraka govedine iz Cetiri razlicita
nacina hranidbe: hranidba na pasnjacima (jednu
godinu) vs. obrok s koncentratima na bazi jeCcma
(jednu godinu) vs. travna silaza (Sest mjeseci) zatim
pasa (Sest mjeseci) vs. travna silaZza (Sest mjeseci),
zatim pasa (tijekom Sest mjeseci) uz dodavanje
50 % je¢ma obroku. U navedenom istrazivanju
jedina pogreska u identifikaciji mesa bila je kod
Zivotinja koje su prije samog pokusa, drzanja na
pasi, hranjene travnom silazom. Premaistrazivanju
Monhani i sur. (2018.) provjera autenti¢nosti gove-
deg mesa, od Zivotinja hranjenih travama (pasnjak
ili silaza), moguca je s to¢nosc¢u od gotovo 100 %.
Osim analize hranidbe goveda samo na bazi trava,
Moloney i sur. (2018.) koristili su analizu MK mesa
za provjeru autenti¢nosti pase. Dobiveni rezultati
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vjerodostojno utvrduju razlike u MK sastavu mesa
u 86 % slucajeva za hranidbu samo s travama, te
81 % u obroka koji se sastojao od trava i legumi-
noza (djetelina). Sli¢ni rezultati dobiveni su i pri
odredivanju MK profila mlijeka, krava hranjenih
razliCitim vrstama voluminoznih krmiva. Medutim,
s obzirom da profil MK animalnih proizvoda uvelike
varira ovisno o fenoloskim stadijima pasnjaka, bota-
nickom sastavu i samim menadZmentom pasnjaka,
¢ini se da je teSko standardizirati analiticke meto-
de za razlikovanje tipa pasnjaka koje bi nam bile
pouzdane tijekom cijele vegetacijske godine ili
na velikim poljoprivrednim povrSinama (Coppa i
sur., 2015.). Takoder, pri odredivanju sastava MK i
donoSenje zakljucaka na temelju rezultata analiza,
trebamo biti opreznii spomenuti Cinjenicu da neka
koncentratna krmiva takoder mogu biti izvori MK
(npr. sjeme lana), te dati slican profil MK (linolne,
a-linolenska i konjugirane linolenska kiseline) kao
da su Zivotinje bile hranjene samo travomiili na pasi.

Hlapljivi spojevi

Hlapljivi spojevi u mesu ekstrahiraju se
pomocu tehnologije dinamicke analize para, a
zatim analiziraju plinskom kromatografijom - MS.
Masne kiseline s razgranatim lancem, laktoni, alde-
hidi, indoli, 2,3- oktandioni, terpeni, te sumpor-
ni spojevi mesa, spojevi su koji ovise o razlicitoj
hranidbi. Navedeni spojevi posebno su pogodni
za identifikaciju mesa dobivenog od goveda
hranjenog razlic¢itim obrocimaod svjeZe trave vs.
koncentrata (Vasta i Priolo, 2006.), te svjezih trava
vs. konzervirana krma (Abilleira i sur., 2011.). Neki
od ovih spojeva (terpeni), hlapljive su komponen-
te koje se iz komponenti obroka goveda izravno
prenose u zivotinjsko tkivo. Drugi spojevi (skatol
i indol) proizvod su metabolizma same Zivotinje,
dok se neki odredeni spojevi sumpora ili produk-
ti oksidacije formiraju prilikom termicke obrade
mesa, odnosno, kuhanjem. Kroz komparativnu
analizu Cetiri sustava hranidbe goveda Monahan
i sur. (2018.) identificirani su Cetiri spoja (skatol,
3-undekanon, kumini¢ni alkohol i 2-metil-1-buta-
nol) koji su im omogucili utvrditi razlike u sastavu
mesa Zivotinja hranjenih na pasnjaku od Zivotinja
hranjenih koncentratom. Posebno je zanimljiva
pojava jednog hlapljivog organskog ugljikovodika,
Germakrena D, kao ¢vrstog indikatora hranidbe
goveda travama. Osim povratnog pracenja hranid-
be travama, terpeni su pogodni kao identifikatori
hranidbe na pasnjacima i to posebice na trajnim
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pasnjacima i livadama bogatim dvosupnicama
(Abilleira i sur., 2011.). Treba spomenuti da se
hlapljivi spojevi neravnomjerno talozZe kroz razlicite
frakcije masti u prezivaca, tako da razlikovni ucinak
vrste hrane za goveda moze ovisiti izboru frakci-
je masnoce za analizu. Nadalje, profil terpena u
hrani moZe Siroko varirati zbog niza cimbenika. Na
pasnjacima, profil terpena uvelike ovisi o botanic-
kom sastavu, fenoloskom stadiju, preferencijama
Zivotinja prema odredenim biljkama, a Sto sve ovisi
0 samom gospodarenju pasnjacima (Coppa i sur.,
2011.). Iz sveg navedenog proizlazi da zbog specific-
nosti terpenskih profila ne €ini se da je jednostavno
i lako uklopiti terpene u generi¢cku metodologiju
provjere autenti¢nosti hranidbe goveda na pasi.
Ovo ¢ini vrlo vaznu prepreku u uspostavljanju
Cvrstih, stabilnih i generalizirajuc¢ih odnosa izmedu
obroka koji jedu goveda i profila hlapljivih spojeva
animalnih proizvoda. Ipak, neki pojedinacni terpeni
(p-cimen, B-kariofilen i trans-kadin-1(6),4-dien),
te druge hlapljive tvari (toluen i nekoliko spojeva
sumpora) vie su putaidentificirani kao identifika-
tori hranidbe goveda na pasnjacima (Vastai Priolo,
2006.). Kako su analize navedenih spojeva dugotraj-
ne i skupe, te su izvedene na ograni¢enom broju
uzoraka, njihova se stvarnarazlikovna pouzdanost
jos treba dokazati na mnogo veéem broj uzoraka.
Jednostavno promatranje znacajnosti utjecaja
hrane na sadrzaj odabranih spojeva u mesu nije
dovoljan za potrebe provjere autenti¢nosti. Kljucni
dio je odrediti udio uzoraka koji reprezentativno
predstavlja svaki obrok. Postoje dva velika ograni-
¢enja za ove spojeve, kao identifikatora pojedene
hrane. Metode ekstrakcije jos uvijek nose jaka ogra-
nicenja u smislu hvatanja hlapljivih tvariianaliticke
ponovljivosti analiza, te bududi da su kandidati za
identifikatore provjereni na malom broju uzoraka,
postoji pitanje njihovog Sireg koristenja kao identi-
fikatora hranidbe u stvarnim uvjetima proizvodnje.

Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti
biljaka koji se mogu prenijeti iz obroka u animalne
proizvode izravno nepromijenjeni ili djelomicno
izmijenjeni putem bakterija u buragu ili metaboliz-
mom Zivotinje domacina. Ovi spojevi specificni su
za svaku biljnu vrstu, a fenolni profil prirodnih trav-
njaka varira ovisno o botanickom sastavu (Besle
i sur., 2010.). Pokazalo se da je analiza fenolnih
spojeva omogucila da se jasno vide razlike obroka
na bazisijena, silaze trave, kukuruznesilaze i pase.



Spojevi karbonilne skupine bili su predloZeni kao
identifikatori hranidbe silaZzama, bez obzira na
porijeklo (trava ili kukuruz), dok su spojevi glici-
namidne skupine (hipurinska kiselina) predlozeni
kao identifikatori hranidbe na pasi (Rouge i sur.,
2013.). Medutim, navedena istrazivanja su bila prva
o takvoj primjeni fenolnih spojeva, te prikladnost
ovih spojeva treba biti detaljnije istraZzena. Takoder,
treba spomenuti da sadrzaj fenolnih spojeva u krmi
uvelike varira te osim o botani¢kog sastavu ovisi i
o starosti biljaka prilikom konzumiranja/kosnje,
metodi konzervacije, te opéenito upravljanjem
pasnjakom (Besle i sur., 2010.). Fenolni spojevi u
mesu i animalnim proizvodima se stoga suocavaju
s slicnim ogranicenjima kao i hlapljivi spojevi.

Karotenoidi

Karotenoidi ¢ine glavnu skupinu prirodnih
pigmenata. Lutein je jedini karotenoid pohranjen
u masti ovaca, dok goveda, presudno, akumuliraju
R-karoten. Zeaksantin, glavni karotenoid u zrnu
kukuruza, ne pohranjene se u masnom tkivu prezi-
vaca. Koncentracija karotenoida u Zivotinjskom
masnom tkivu Zivotinja i njihovim proizvodima
izravno je povezan s razinom unosa karotenoida
obrokom (Calderonisur.,2007.). Svjeza zelena trava
posebno je bogata karotenoidima, ali nakon Sto
se osusi, krma progresivno gubi sadrzaj pigme-
nata karotenoida, foto razgradnjom. U usporedbi
s pocetnim sadrZajem karotenoida, izmjerenih u
svjezoj travi, uvenula silaza s 28 % ST sadrzi 60 %
dok s35% ST do 30 % karotenoida, sjenaza 30 % dok
u sijenu ima svega oko 20 % karotenoida (Noziére
i sur., 2006.). Istovremeno je je veéina koncen-
tratnih krmiva prakticki bez luteina i R-karotena.
Navedeno je jedan od razloga zbog Cega je sadrzaj
karotenoida predloZen kao identifikator autentic-
nosti proizvodnje mesa goveda hranjenih na bazi
trave u odnosu na ona hranjena koncentratima i/ili
obrokom na bazi kukuruzne silaZze (Monahanisur.,
2018.). U navedenom istrazZivanju sadrzaj karoteno-
idaizravno je odreden metodom tekucinske kroma-
tografije visoke ucinkovitosti (HPLC) ili posredno
preko spektra refleksije tjelesne masti. Prache i
Thériez (1999.) utvrduju da se analizom koncentra-
cije karotenoida u plazmiili putem spektra refleksi-
je masnog tkiva mogu razlikovati Zivotinje hranjene
travom od onih hranjenih u Stalama. Osmislili su
spektro-kolorimetrijskiindeks, izracunat iz spektra
refleksije u podrucju karotenoida koji apsorbiraju
svjetlost, za kvantificiranje njihovog intenziteta i
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tako procjenu njihove koncentracije (Prachei sur.,
2003.). Ova jednostavna, brza i mobilna metoda
ubrzo se prosirila za identifikaciju hranidbe u proi-
zvodnji mesa goveda (Monahan i sur., 2018.), a i
rezultati ponovljenih analiziranja od tada su potvr-
deni u vedim bazama podataka Irske, Spanjolske i
Italijeinadrugim animalnim proizvodima od mesa
janjadiimlijeka (Noziereisur.,2006.; Prachei sur.,
2018.). Kako se nakupljanje karotenoida razlikuje
izmedu masnih naslaga, razlikovna pouzdanost
ovisi o mjestu s kojega uzrokujemo uzorak za anali-
zu (Dian i sur., 2007.). Nadalje, cak i uz identic¢an
unos karotenoida, intenzitet nakupljanja karote-
noida u masti i dalje se moZe razlikovati izmedu
pojedinih pasmina (Macari i sur., 2017.). JosS jedna
tocka opreza koju treba spomenuti je da se karote-
noidi mogu dodati u obroke, grubim koncentratnim
krmivimaiod lucerne (Pracheisur.,2009.; Macari i
sur., 2017.) stoga i taj podatak moramo znati, kako
ne bi doslo krive interpretacije i autentifikacije
proizvoda.

Stereoizomerivitamina E

Stereoizomernom analizom vitamina E u
Zivotinjskim proizvodima moze se pratiti porije-
klo i identificirati prirodni vs. sinteticki dodatak
vitamina E. Monahan i sur. (2018.) utvrdili su da je
RRR-a-tokoferol bio dominantni stereoizomer u
govedine dobivene od goveda hranjenih travom
- prirodni vitamin E, dok su svih ostalih osam
stereoizomera pronadeni kod Zivotinja hranjenih
koncentratima uz dodatak sintetickog vitamina E.

Stabilni izotopi

Omijeri stabilnih izotopa glavnih atoma
koje tvore molekularne frakcije Zivotinjskih tkiva
i proizvoda ovise o izotopskom sastavu pojede-
ne hrane. Omjeri stabilnih izotopa u odredenim
krmivima izraZzavaju se kao relativna zastupljenost
dvajuizotopa mjereno omjerom izotopa i pod utje-
cajem su proizvodackih navika. To se odnosi na
vrstu i udio pojedinih komponenti obroka, vrstu
i ulazne koli¢ine primjene gnojiva u proizvodnji
krme, te geografskim ¢imbenicima koje Cine;
geografska Sirina, nadmorska visina i blizina do
mora. Vrijednost omjera stabilnih izotopa nekog
elementa za dani uzorak konvencionalno se uspo-
reduje sa standardom vrijednost izmjerenom na
referentnom proizvodu iizrazava kao indeks, 3. C4
biljke (kukuruz) i C3 biljke (travnjaci, Zitarice, soja,
Secernarepa) imaju razlic¢ite metabolicke puteve za
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fotosintezu, Sto inducira razlike u njihovim omjeri-
ma stabilnih izotopa ugljika. Raspon varijacija vrijed-
nosti 613C je -14 %o do-10 %o za C4 biljke vs. 35 %o do
—21 %o za biljke C3. Vrijednost 613C moze tako jasno
odvojiti govedina hranjenu kukuruzom vs. silazom
trava (Bahar i sur., 2005.). Samo za primjer, treba
spomenuti tocku opreza i kod ove metodologije,
kako su neke tropske travnjacke biljke, biljke C4,
Zivotinje napasivane na ovakvom tipu travnjaka
mogle bi greSkom dobiti lazno pozitivan rezultat
kao da su hranjenje na bazi kukuruza. Vrijednosti
315N u dusi¢nim spojevima voluminozne krme,
zbog atmosferske fiksacije dusika daleko su nize
u leguminozama nego u travama (Devincenzi i
sur., 2014.). Navedeni autori iskoristili su to kako
bi identificirali meso janjadi koja su jela obrok od
62 % lucerne u odnosu na janjad koja je bila samo
na pasi. U goveda, profil MK u kombinaciji s 815N
ispravno klasificiran 96 % i 87 % uzoraka misica
od goveda koje su pasla smjese trava i djetelina u
odnosu na ona s pasnjaka samo na travi (Moloney
i sur., 2018.). Sustavi ekoloske poljoprivrede sve
manje koriste C4 biljke kao sto¢nu hranu, dok sve
visSe cijene travnjacke mahunarke, zbog ¢eka se
poticu metode koriStenjem omjeraizotopa CiN za
provjeru autenti¢nosti govedine dobivene od gove-
da uzgajanih po ekoloSkim principima. . Studije
koje je objavio Monahan i sur. (2018.) je dokazano
da su vrijednosti 813C sve manje i manje varijabilne
u ekoloski dobivenom mesu, dok su rezultati za N
izotope varijabilniji, s vrijednostima 615N pone-
kad nizim i ponekad gotovo identi¢nim ekoloski
dobivenom mesu. Postoji nekoliko tocaka opreza
za izotope N. Prva je ucinkovitost fiksacije atmos-
ferskog dusika koji u leguminoza jako varira s dobi
biljke (Devincenzi i sur., 2014.); druga, kultivirani
travnjaci mogu biti bogati leguminozama i treca
unos organskog dusika povecava biljne vrijednosti
15N u usporedbi s duSikom iz mineralnih gnojiva
(BoneriForstel, 2004.). lako sustavi ekoloske poljo-
privrede cijene pasnjacke leguminoze, te takoder
koriste organski stajski gnoj, ova dva ¢imbenika
imaju antagonisticke ucinke na vrijednosti 615N u
tlu, te posljedicno, i u proizvodima koji potjecu od
Zivotinja koje ih pasu.

Proteinski biomarkeri

Za tri zavrSna reZima hranjenja krava,
pasnjak vs. sjenaza vs. sijeno tri mjeseca prije
klanja, utvrdena je razlikovna identifikacijska kori-
Stenjem proteinskih biomarkera (Gagaoua i sur.,
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2017.). Metoda ukljucuje identifikaciju udjela izofor-
me teSkog lanca miozina - oksidativne (MyHC-IIA) i
glikoliticke (MyHC-11X), proteina stresa af3-kristaline
i antioksidativni protein superoksid dismutaza,
kojih je bilo viSe kod obilne hranidbe pasom, Sto
ukljucuje i intenzivniji rad misica.

Spektroskopske metode

Vidljiva spektroskopija (VIS), bliska infra-
crvena spektroskopija (NIRS) i srednje infracrvena
spektroskopija (MIR) su se pokazale obecavajucim
pristupima za autentifikaciju proizvoda proizvede-
nih od Zivotinja hranjenih na pasi. Animalni proizvo-
dise analiziraju pomoc¢u kemometrijske metode za
razlikovanje rezima hranjenjaito¢no mogu odrediti
razlikovna spektralna podrucja od naseg interesa.
Takoder ove su metode brze, bez kemikalija i bez
otpadnih tvari. Vidljiva spektroskopija (400 do 700
nm) je uspjesno provedena analiziranjem s janje¢im
lojem (Prache i Thériez, 1999.), kravljim mlijekom
(Noziereisur.,2006.) i sirom (Anduezaisur., 2013.),
te dokazao svoju prakti¢nu vaznosti primjenjivost
na mesu janjadi i kravljem mlijeku (Andueza i
sur., 2013.; Prache i sur., 2018.). Malo dostupne su
usporedive informacije o misi¢cnom tkivu goveda.
Jedina studija koja koristi NIRS na misSi¢nom tkivu
je Cozzolinoisur. (2002.), koji je identificirao razlike
u hranidbi s uspjeSnosti od 82 % i 79 % za uzorke
goveda koji su bili na zavrSnom tovu na pasnjaku vs.
nasilazi kukuruza. Ove spektralne metode zahtije-
vaju sofisticiranu matematiku, ali su prili¢no jedno-
stavnei prilagodene za primjenu na terenu, te su na
najboljem putu da postanu glavni oslonac prakse u
provjeri autentic¢nosti. Na primjer, VIS mjerenje je
dovoljno brzo daide u korak s brzinom trupova na
liniji klanja, a u komercijalnim klaonicama vec se
pojavljuju i prijenosni NIRS uredaji. Spektroskopija
nuklearne magnetske rezonancije (NMR) uspjeSno
je koristena za razlikovanje promjena u metabo-
lomskom profilu miSi¢a goveda i identificiranju
razlicitih vrste proizvodnih sustava u proizvodnji
mesa goveda (Monahan i sur., 2018.). U potonjoj
studiji razlikovna analiza urina pokazala se dobrom
u razlikovanju hranidbenih sustava goveda na otvo-
renom/pasnjacima vs. zatvorenom/koncentratom,
te su kreatinin, glukoza, piruvat, fenilalanin i hipurat
identificirani kao razlikovne varijable. Identifikaci-
moguca, iako ne tako pouzdana kao i kod urina.
Identifikacijski metaboliti u miSi¢nom tkivu, za razli-
kovanje goveda hranjene koncentratom, su karno-



zin (veéa koncentracija) i metilhistidin, malonat i
glutamin (niZe koncentracije).

Funkcionalna genomika

Funkcionalna genomika jedan je od najno-
vijih pristupa koji se pojavio. Pretpostavka je, da
je regulacija ekspresije gena modulirana raznim
¢imbenicima, ukljucujudi hranjive tvari, te bi profili
ekspresije gena mogli donijeti relevantne informa-
cije o pozadini hranidbe i hrane. Analiticke tehnike
mobilizirane funkcionalnom genomikom mogu
usporediti profile ekspresije gena (transkriptomiju)
ili profili ekspresije proteina (proteomika) u uzorci-
ma Zzivotinjskog tkiva. Kod bikova koji su hranjeni
na pasnjacima ili hranjeni kukuruznom silazom u
zatvorenom prostoru, Cassar-Malek i sur. (2009.)
utvrdili su nedovoljno izraZenost gen za selenopro-
tein W kod Zivotinja hranjenih na pasnjacima.
Komplementarne analize sugerirale su daje to vise
vezano uz koncentracija/bioraspoloZivost selena
(niZa u travi nego kukuruzna silaZa) nego na vece
vjeZbanje misiénog rada u Zivotinja hranjenih na
pasnjacima. Ekspresija selenoproteina W bi stoga
mogla predstavljati genski identifikator hranjenja
travom. U drugom istraZivanju goveda hranjena
na otvorenom/pasa vs. zatvorena/koncentrira-
na hrana, Sweeney i sur. (2016.) identificirali su
26 razlic¢ito izrazenih genoma. Neki odrazavaju
metabolizam MK, neki su u pozitivnoj korelaciji s
ukupnim sadrzajem n-3 MK i profilima ekspresije
tri gena (ALAD, EIF4EBP1iNPNT) ¢vrsto razlucujuci
dva sustava hranjenja sa sigurnoséu od 95 % - za
Zivotinje hranjene na otvorenom/pasnjaku) i za 100
% - za Zivotinje hranjene u zatvorenim prostorima/
koncentratom).

LaKljucei

Moguce je identificirati razlicite sustave
hranidbe pomocu analitickih metoda, koje kvan-
tificiraju specificne spojeve ili spektroskopskim
metodama, kao $to su one temeljene na optickim
svojstvima proizvoda. Medutim, identifikacija moze
biti ogranicena kada se metode koriste zasebno,
a ne iskoristi sinergije izmedu razli¢itih metoda i
razlicitih tkiva koja je vrlo Cesta. Rezultati dobiveni
umanije razli¢itim i u obrocima promjenljivih rezima
hranjenja, koje je teZe okarakterizirati, govore samo
u prilog nuznosti kombiniranja razli¢itih metoda i
identifikatora. Daljnji argumenti za kombiniranje
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razlicitih identifikatora (i/ili razli¢itih tkiva za mesne
proizvode) zbog njihovih uocenih razlika u profilu
latencije i/ili postojanosti. Spektrometrijske meto-
de, koje se obicno temelje na optickom svojstva
proizvodu daju obecavajuce performanse, Cak i kod
sloZenijih promjena obroka. Kako se ove metode
(posebno MIR) vec koriste za analizu mlijeka (tj. za
tjednu procjenu parametara vezanih uz placanje
mlijeka), bilo bi moguée koristiti ih i za rutinsku
provedbu provjere autenti¢nosti u vrlo kratkom
roku. Medutim, ove metode ne informiraju precizno
o temeljnim razlozima zarazlike, stoga su potrebna
istraZivanja u oba pristupa, na analitici s jednim
spojem i na temelju spektralne analize. Cijenai
jednostavnost implementacije razlikuju se medu
metodama. Metode temeljene na optickim svojstvi-
ma proizvoda su od posebnog interesa, brze su, bez
kemikalijai bez otpada, a neke od njih se ve¢ mogu
implementirati u industriji hrane, na velikom broju
uzoraka pomocu prijenosnih uredaja. Druge meto-
de, kao $to su analiza fenola ili hlapljivih spojeva,
mnogo su skupljeitesko ih jeimplementirati, te se
mogu koristiti samo na malom broj uzoraka, ali su
sigurnije i mogucnost njihove uporabe moze sprije-
Citi prijevare. Takoder se moZe razmotriti koriStenje
ovih metoda u fazama, najjednostavnije na velikom
broju uzoraka, a najskuplje u krajnjem slucaju na
mnogo manjem broj uzoraka ili kao superkontrola.
Povratna provjera autenti¢nosti Zivotinja, povijest
hranidbe kroz Zivotinjske proizvode, a posebno
provjera autenticnosti mesa od Zivotinja hranjenih
travom, suocava se s izazovima svojstveno prak-
sama u uzgoju stoke, uglavnom zbog varijacija u
sastavu obroka i varijacijama tijekom proizvodnog
Zivota. U velikom dijelu dosadasnjih istrazivanja
radilo se o dokazivanju koncepta identifikacije i
potvrde autentic¢nosti proizvoda, dok se sada
moraju razviti vece baze podataka, kako bi se
stekla generi¢nost i jednostavnost metodologije i
uspostavio sustav kontrole proizvoda.
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Methods of identification of beef produced by pasture feeding
Abstract

Beef obtained by feeding on pasture is a premium product, with improved nutritional and sen-
sory characteristics, which has stimulated great interest in methods of identification and verification
of authenticity that guarantee claims of the origin of such meat. This paper provides an overview of
current knowledge on the identification of the authenticity of beef fed, predominantly, on grass, that
is, on the grazing method of production. A number of analytical methods have been developed, alone
or in combination, involving analyzes of the elemental or molecular constituents of animal products
and combined with chemometry, which have proved useful in distinguishing different feeding systems
while verifying the authenticity of beef kept on pasture. Some of these analyzes include the deter-
mination of the composition of fatty acids, volatile and phenolic compounds, carotenoids, stereoiso-
mers, protein markers and other bioactive compounds. The application of spectroscopic methods in
the identification of the origin of beef is described, as well as modern functional genomics, as one of
the latest approaches in the identification of meat produced on pasture. For identification methods to
be generally accepted and standardized in the changing feeding conditions and availability of different
feeds they need to be reliable and accurate, and existing ones are still being actively researched and
upgraded. The paper presents a series of analyzes with their possibilities of identification and poten-
tial limitations, which most often refer to many variables of agrotechnics on the pasture areas and their
influence on feed composition, cattle breed differences, nutrition management, and many individual
and interconnected relationships of the meals and the animals that eat it, all through the obtained re-
sults of the composition of the produced beef on pasture. Animal authentication, the history of feed-
ing through animal products, and in particular the authenticity of meat from grass fed animals, faces
challenges inherent in livestock practices, mainly due to variations in ratio composition and variations
during production. Most of the described research focused on proving product identification systems,
while in the future more resources should be invested in the development of common databases with
the results of standardized methods, so that they can be analyzed and thus have the simplest possible
application of analytical methods and secure animal product control system.

Key words: beef, feeding, grazing, identifiers

Methoden zur Identifizierung von Rindfleisch aus Weideaufzucht
Lusammenfassung

Rindfleisch aus Weidehaltung ist ein hochwertiges Produkt mit verbesserten ernahrungsphysi-
ologischen und sensorischen Eigenschaften, das grolRes Interesse an Methoden zur Identifizierung und
Uberpriifung der Echtheit geweckt hat, welche die Herkunftsangaben fiir solches Fleisch garantieren.
Dieser Beitrag gibt einen Uberblick iber den aktuellen Wissensstand zur Identifizierung der Echtheit
von Rindfleisch, das liberwiegend mit Gras gefiittert wurde, d.h. von Rindfleisch aus der Weidehal-
tung. Es gibt mehrere Laboranalysen zur Feststellung der Echtheit von deklarierten Mahlzeiten. Bei
einigen von ihnen werden nur einzelne Elemente und chemische Verbindungen bestimmt, wahrend
andere komplexer sind und die Ergebnisse mehrerer Analysen zum Nachweis der Herkunft der Fut-
termittel kombinieren. Damit die Identifizierungsmethoden unter den sich andernden Futterungsbe-
dingungen und der Verfuigbarkeit verschiedener Futtermittel allgemein akzeptiert und standardisiert
werden kdnnen, mussen sie zuverlassig und genau sein, wobei die bestehenden Methoden immer noch
aktiv erforscht und verbessert werden. Der Beitrag stellt eine Reihe von Analysen mit ihren Identifi-
zierungsmoglichkeiten und potenziellen Einschrankungen vor, die sich meist auf viele Variablen der
Agrotechnik auf den Weideflachen und deren Einfluss auf die Futterzusammensetzung, die Unter-
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schiede zwischen den Rinderrassen, das Ernahrungsmanagement und viele individuelle und mitein-
ander verkniipfte Beziehungen zwischen den Mahlzeiten und den Tieren beziehen, und zwar durch
die erzielten Ergebnisse der Zusammensetzung des durch Weidefiitterung erzeugten Rindfleischs.
Die meisten der beschriebenen Forschungsarbeiten konzentrierten sich auf den Nachweis von Pro-
duktidentifikationssystemen, wahrend in Zukunft mehr Ressourcen in die Entwicklung gemeinsamer
Datenbanken mit den Ergebnissen standardisierter Methoden investiert werden sollten, damit diese
analysiert werden konnen und man somit liber eine moglichst einfache Anwendung von Analysemeth-
oden und ein sicheres Kontrollsystem fiir tierische Produkte verfligt.

Schliisselworter: Rindfleisch, Fiitterung, Weidehaltung, Identifikatoren

Los métodos de identificacin de la carne de vacuno del pastoreo
Resumen

La carne de res producida en pastoreo es un producto premium, con caracteristicas nutricio-
nales y sensoriales mejoradas, lo que ha despertado un gran interés en métodos de identificacion y ver-
ificacion de la autenticidad que garanticen declaraciones sobre el origen de dicha carne. Este trabajo da
una revision del conocimiento actual sobre la identificacion de la autenticidad de la carne de res alimen-
tada predominantemente de pasto, es decir, sobre los métodos de la produccidn en pastoreo. Hay una
serie de analisis de laboratorio para identificar la autenticidad de las comidas declaradas. Algunos de el-
los implican la determinacion solamente de los elementos individuales y compuestos quimicos, mien-
tras que otros son mas complejos y combinan los resultados de multiples analisis para probar el origen
de la alimentacion animal. Para estar generalmente aceptados y estandarizados en las condiciones cam-
biantes de alimentacidn y la disponibilidad de diferentes alimentos, los métodos de identificacion deben
ser confiables y precisos, y los existentes alin estan bajo investigacion y actualizacion. El trabajo presenta
una serie de analisis con sus posibilidades de identificacion y posibles limitaciones, que en la mayoria de
los casos se refieren a una serie de variables de agrotécnicas de areas agricolas y su impacto en la com-
posicion de los alimentos, las diferencias de razas, el manejo del ganado, el manejo nutricional, de las rel-
aciones individuales e interrelaciones de los alimentos y de los animales que lo consumen, a través de los
resultados obtenidos de la composicion de la carne producida en pastoreo. La mayoria de las investiga-
ciones descritas tuvo como el objetivo probar sistemas de identificacion de productos, mientras que en
el futuro deberia invertir mas recursos en el desarrollo de bases de datos comunes con los resultados de
los métodos estandarizados para poder analizarlos y asi tener la aplicacién mas simple de los métodos
analiticos y un sistema de control seguro para productos animales.

Palabras claves: carne de res, nutricion, pastoreo, identificadores

Metodi d
Riassunto

La carne bovina di animali alimentati al pascolo e un prodotto “premium?”, dalle caratteristiche
nutritive e organolettiche migliorate, il che ha acceso un grande interesse per i metodi di identificazi-
one e verifica dell’autenticita con cui si garantiscono le dichiarazioni sull’origine di tale carne. Questo
studio offre una panoramica sulle attuali conoscenze circa l'identificazione dell’autenticita della carne
di bovini alimentati, prevalentemente, con erba, ovverosia di bovini allevati al pascolo. Nella identifi-
cazione dell’autenticita dei pasti dichiarati esiste tutta una serie di analisi di laboratorio. Alcune di esse
includono soltanto l'accertamento di certi elementi e composti chimici, mentre altre sono piu comp-
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lesse e, nel processo di accertamento dell’origine del mangime per gli animali, combinano i resultati
di pit analisi. Affinché i metodi di identificazione siano genericamente accettati e standardizzati nelle
condizioni variabili di alimentazione e di accessibilita di differenti mangimi, devono essere affidabili ed
esatti, per cui quelli esistenti sono ancora attivamente studiati e integrati. Nello studio si fa riferimen-
to ad una serie di analisi con le loro possibilita d’identificazione e i loro potenziali limiti, che piu spes-
so si riferiscono ad una serie di variabili agrotecniche delle superfici coltivabili ed il loro impatto sulla
composizione del mangime di cui gli animali si nutrono, sulle differenze di razza del bovino, sul man-
agement alimentare e su una serie di rapporti singoli e reciproci tra i pasti e gli animali che se ne nu-
trono, il tutto attraverso i risultati ottenuti della composizione della carne bovina prodotta da animali
al pascolo. La maggior parte dello studio descritto si € occupata di provare il sistema di identificazi-
one del prodotto, mentre in futuro si dovrebbero investire maggiori risorse nello sviluppo di comuni
banche dati con i risultati dei metodi standardizzati, in modo tale da poterli analizzare e, cosi facendo,
disporre dell’applicazione piu semplice possibile dei metodi analitici e un sistema sicuro di controllo
dei prodotti d’origine animale.
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