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1. UvOD

PrSut je trajni suhomesnati proizvod dobiven suhim soljenjem, ograni¢enom dehidracijom i
postupnim kemijsko-enzimatskim transformacijama od svjezeg svinjskog buta ka gotovom
proizvodu koji se odlikuje izvrsnim senzornim osobinama, ugodnim mirisom i okusom te

visokim sadrzajem proteina.

Tradicija proizvodnje prsuta u priobalnom podrucju Republike Hrvatske,u Istri i Dalmaciji,
stara je vjerojatno isto koliko 1 u drugim mediteranskim drzavama, a tehnoloski postupak
proizvodnje najve¢im se dijelom zasniva na iskustvu i tradiciji, koju su proizvodaci prenosili
iz generacije u generaciju. Posljednjih nekoliko godina, ovaj je proces znatno unaprijeden
¢emu su pridonijela i znanstvena dostignuéa koja su dala objaSnjenja za veliki broj
biokemijskih procesa u mesu, znacajnih za stvaranje karakteristicnog okusa i mirisa pruta te

pozeljne konzistencije.

Dalmatinski prSut je trajan suhomesnati proizvod od svinjskog buta s kosti, kozom i
potkoznim masnim tkivom, bez zdjeli¢nih kosti, suho soljen morskom soli, dimljen blagim
izgaranjem tvrdog drva bukve, hrasta ili graba te podvrgnut procesu suSenja i zrenja u trajanju
od najmanje godinu dana. Gotov proizvod se odlikuje osebujnom aromom, blagim slanim

okusom, jednoli¢cnom crvenom bojom mesa i pozeljnom konzistencijom (Kos i sur., 2015).

Tijekom proizvodnje prSuta u svinjskom se butu dogadaju kompleksne promjene proteina i
masti te dolazi do gubitka vode i porasta koncentracije soli §to znacajno utjee na kakvocu
gotovog proizvoda. Proteini i masti podlijezu enzimskoj hidrolizi i oksidaciji koje, zajedno s
dehidratacijom, pretvaraju svjezi svinjski but u konzervirani proizvod visoke gastronomske i

nutritivne vrijednosti.

Proteoliza je znacajan niz biokemijskih reakcija u tkivima prSuta, koje sudjeluju u stvaranju
karakteristicne ukupne arome, okusa i mirisa tijekom procesa prerade te izravno sudjeluje u
formiranju konzistencije prSuta temeljem razgradnje miofibrilarnih proteina koji grade
miSiénu strukturu. Stvaranje peptida i slobodnih aminokiselina utje¢e na okus prSuta, a
slobodne aminokiseline sudjeluju kao supstrat u budu¢im reakcijama, koje doprinose

formiranju kona¢ne arome i okusa prSuta, odnosno djeluju kao prekursori arome i okusa.



Najvaznije proteoliticke promjene, koje sudjeluju u stvaranju posebnog okusa i arome prsuta
visoke kakvoce, dogadaju se jedino u produzenom procesu zrenja i kod prsuta sa niskim

udjelom soli (Toldra i Flores, 1998).

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj oksidacije proteina i masti na boju i teksturu miSi¢a
biceps femoris i semimembranosus dimljenog Dalmatinskog prsuta. Okidacija proteina i masti
odredene su spektrofotometrijskim metodama: stupanj oksidacije masti metodom s reaktivnim
spojevima tiobarbiturne kiseline (TBARS) dok stupanj oksidacije proteina s 2,4-
dinitrofenilhidrazinom (DNPH). Takoder, odredena je i boja prsuta (L*, a* i b* vrijednosti) te

tekstura pomoc¢u TPA (Texture Profile Analysis) testa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TRAJINI SUHOMESNATI PROIZVODI

Trajni suhomesnati proizvodi su proizvodi od razli¢itih vrsta mesa u komadima s
pripadaju¢im kostima, potkoZznim masnim tkivom i kozom ili bez njih i dodatnih sastojaka,
koji se konzerviraju postupcima soljenja, salamurenja, susenja i zrenja, sa ili bez dimljenja, do
stupnja primjerenog za konzumaciju bez prethodne toplinske obrade te se mogu puniti u
odgovarajuc¢e ovitke. Karakteriziraju ih odredena senzorska svojstva, poput povrsine koja
treba biti suha 1 Cista ili s mjestimi¢nim manjim naslagama plijesni u tankom sloju, a
proizvodi s koZzom moraju imati kozu svijetle do tamnosmede boje, bez zasjeka i drugih
ostecenja. Takoder, moraju biti dovoljno osuSeni, a vanjski izgled, izgled presjeka, miris,
okus, konzistencija i tekstura moraju odgovarati zrelom proizvodu i vrsti mesa, a ako su
dimljeni moraju imati miris i okus na dim. Moraju biti §to pravilnijeg oblika, uredno
obrezanih rubova i bez zasjeka. Mesnati dijelovi moraju biti svijetlocrvene do tamnocrvene
boje, a periferni dijelovi mogu biti tamnije boje, dok masno tkivo mora biti ¢vrsto i bijele

boje, a povrsinski slojevi mogu imati zuckastu nijansu (Pravilnik, 2012).

Trajni suhomesnati proizvodi od svinjskog mesa proizvode se i stavljaju na trZiSte pod
nazivima:

e priut,

e suha Sunka,

e suha lopatica,

e suha vratina,

e kraSka vratina,

e budola,

e suha svinjska pecenica.

2.2. POJAM I ZNACENJE PRSUTA

Prvi pisani podaci o nacinu susenja svinjskog mesa potjece iz ranog rimskog doba, tadaSnje
Norcie u srediSnjoj Italiji. Rimska rije¢ za usoljeni i1 osuSeni cijeli svinjski but bila je

perxuctus, a dolazi od latinske rije¢i perexsuctus — temeljito osuSen, koja je u kasnijem



talijanskom jeziku modernizirana u rije¢ prosciutto, a oznacava usoljeni, za¢injeni i osuseni

zreli svinjski but, koji se konzumira narezan na tanke listove (Krvavica i Bugum, 2006).

Prsut je proizvod od svinjskog buta sa kostima, sa ili bez koze i1 potkoznog masnog tkiva, sa
ili bez nogice, bez repa, sa ili bez zdjelicnih kostiju, sa ili bez dodatka zacina, koji se
konzervira postupkom suhog soljenja ili salamurenja sa ili bez dimljenja, podvrgnut
procesima susenja i zrenja u trajanju od najmanje 9 mjeseci, a koji se nakon suSenja i zrenja

moze stavljati na trziSte otkoSten (Pravilnik, 2012).

Hrvatski autohtoni prSuti su Istarski koji je nositelj Zasticene oznake izvornosti (ZOl,
engleski PDO - Protected Designation of Origin) na EU i nacionalnoj razini, te Krcki,
Dalmatinski 1 Drniski prsut koji su nositelji Zasti¢ene oznake zemljopisnog porijekla (ZOZP;
engleski PGI - Protected Geographical Indication) na EU i nacionalnoj razini.

Da bi se proizvod mogao zastiti zastiCenom oznakom izvornosti ili zasti¢enom oznakom
zemljopisnog podrijetla potrebno je dokazati da proizvod potjeCe iz odredenog mjesta, regije
ili zemlje, te da se kvaliteta, ugled ili ostale specifi¢nosti proizvoda pripisuju njegovom
zemljopisnom podrijetlu. Za zaSti¢enu oznaku izvornosti sve faze proizvodnje moraju biti
unutar definiranog zemljopisnog podruc¢ja (dozvoljen je izuzetak samo s obzirom na izvor
hrane za zivotinje), dok za zasti¢enu oznaku zemljopisnog podrijetla najmanje jedna, ali 1 viSe
faza proizvodnje moraju biti na definiranom zemljopisnom podruéju te su dozvoljena su
ograni¢enja samo s obzirom za izvor sirovine (Registracija 1 zaStita naziva hrvatskih

autohtonih proizvoda, 2015; Pravilnik, 2012).

2.3. DALMATINSKI PRSUT

2.3.1. Op¢a definicija proizvoda

Dalmatinski prsut (slika 1) je trajnisuhomesnati proizvod od svinjskog buta s kosti, kozom i
potkoZznim masnim tkivom, bez zdjeli€nih kosti, suho soljen morskom soli, dimljen blagim
izgaranjem tvrdog drva bukve (Fagus sp.), hrasta (Quercus sp.) ili graba (Carpinus sp.) te

podvrgnut procesu susenja i zrenja u trajanju od najmanje godinu dana (Kos i sur., 2015).



Proizvodnja dalmatinskog prSuta smije se odvijati isklju¢ivo unutar administrativnih granica
sliede¢ih Zupanija: Li¢ko-senjska, Zadarska, Sibensko-kninska, Splitsko-dalmatinska i

Dubrovacko-neretvanska.

Slika 1. Dalmatinski prsut (Anonymous 1)

2.3.2. Opis sirovine

Dalmatinski prsut proizvodi se od svjezih butova s kosti dobivenih od svinja koje su potomci
komercijalnih mesnatih pasmina, krizanaca ili linija odnosno njihovih kriZanaca u bilo kojoj
kombinaciji. But mora biti odvojen od svinjske polovice izmedu zadnjeg slabinskog kraljeska
(v. lumbales) i prvog kriznog kraljeska (v. sacrales). U butu se ne smiju nalaziti zdjelicne
kosti, tj. bo¢na kost (0s ilium), sjedna kost (0s ishii) i preponska kost (os pubis), te krizna kost
(os sacrum), a moraju biti odstranjeni i repni kraljeSci (v. caudales). But mora biti odvojen od
zdjelice u bo¢nom zglobu (articulus coxae) koji povezuje glavu bedrene kost (caput femoris) i

zdjeli¢nu caSicu (acetabulum) na kukovlju. Masa obradenog buta mora iznositi najmanje 11
kg.

Na svjezem butu ne smije biti vidljivih znakova bilo kakvih traumatskih procesa. Meso buta
mora biti crvenkasto-ruzi¢aste boje, kompaktne strukture i suhe povrSine. Na obodu cijelog
buta prekrivenost maséu mora biti takva da onemoguéi odvajanje koze od miSica koji se
nalaze ispod nje. Svjezi butovi smiju se podvrgavati samo hladenju pri ¢emu se butovi moraju
Cuvati na temperaturi u rasponu od 1 do 4°C u fazama skladiStenja i transporta (Kos i sur.,

2015).



Na slici 2 prikazani su mi$i¢i svinjskog buta, od kojih su najvazniji biceps femoris i
semimembranosus s obzirom na kemijski sastav i biokemijske reakcije koje se odvijaju
tijekom proizvodnje prSuta. Semimembanosus miSi¢ se nalazi u blizini povrSine koja nije
prekrivena s masti zbog ¢ega sol tijekom soljenja brzo prodire u misi¢, dok je misSi¢ biceps
femoris okruzen masnim tkivom s jedne strane $to usporava prodor soli u misi¢. S obzirom da
je poznato je da sol usporava aktivnost enzima, spori prodor soli u misi¢ omogucuje vecu
proteoliticku aktivnost u ovom miSi¢u §to ¢e utjecati na kvalitetu teksture prSuta (Parreno i

sur., 1994; Virgili i sur., 1998).

Mol s~

== 8T

\\_

Slika 2.
Najbitniji misi¢i buta: SM-Semimembranosus; ST-Semitendinosus; BF-Biceps femoris; RF-
Rectusfemoris i B-kost; IF-unutarnji masni dio; SF-potkozno masno podruéje (Petrova i sur.,
2015)

U tablici 1. (Petrova i sur., 2015) prikazan je kemijski sastav dvaju miSi¢a svinjskog buta:
semimembranosus i biceps femoris. Na postotak odredene komponente u misi¢u utjecu

pasmina svinja, dob, hrana, klimatski uvjeti te drugi ¢imbenici.



Tablica 1. Kemijski sastav misi¢a semimembranosus i biceps femoris (Petrova i sur., 2015)

KEMIJSKA SADRZAJ (g/100 g)
KOMPONENTA semimembranosus biceps femoris
Voda 71-77 73-78
Proteini 17-23 18-22
Masti 1,5-8,9 1,8-7,1
Pepeo 0,7-15 0,9-1,8

2.3.3. Opis gotovog proizvoda

Gotov proizvod se odlikuje osebujnom aromom, blagim slanim okusom, jednolicnom
crvenom bojom mesa i pozeljnom konzistencijom te ne smije sadrzavati nikakve dodatke
(nitrite, nitrate, kalijev sorbat, askorbinsku i propionsku kiselinu) osim morske soli.

U trenutku stavljanja na trZiSte ,,Dalmatinski prSut mora posjedovati odredena senzorska
svojstva, odnosno vanjski izgled prSuta mora biti pravilno oblikovan, bez pukotina, zarezotina
i vise¢ih dijelova migica i koZe, te bez velikih nabora na kozi. Sto se ti¢e presjeka, potkozno
masno tkivo mora biti bijele do ruzifasto-bijele boje, a misi¢no tkivo jednoli¢ne crvene do
svijetlocrvene boje. Miris mora biti ugodne arome na fermentirano, usoljeno, suho i dimljeno
svinjsko meso, bez stranih mirisa (katran, nafta, svjeZe meso, mokra ili suha trava), a miris
dima blago izraZen. Okus mora biti blago slankast ili slan, a preslan prSut, kiselkasto gorak ili
isprepletena i nedefinirana mjesavina okusa nije dozvoljena. Zvakacéa konzistencija mora biti
mekana, dok tvrda konzistencija nije prihvatljiva kao ni minimalna topivost. Sadrzaj vode
mora biti od 40 do 55 %, aktivitet vode (aw) ispod 0,93 te sadrzaj soli (NaCl) 4,5 do 7,5 %.
Masa dalmatinskog prSuta u trenutku stavljanja zajednickog vruceg Ziga (postupak kojim se

odobrava stavljanje prSuta na trzi$te) mora iznositi najmanje 6,5 kg (Kos i sur., 2015).

2.3.4. Tehnoloski postupak proizvodnje

Postupak proizvodnje ,,Dalmatinskog prSuta“ zapo€inje kontrolom kvalitete sirovine, odnosno
izborom samo onih svjezih butova koja imaju odgovarajuca fiziklano-kemijska i senzorska
svojstva. U slu€aju manjih nepravilnosti u obliku buta moguce je pojedine butove dodatno

obraditi radi dobivanja kona¢nog pravilnog oblika, dok butovi koji imaju vidljiva oStecenja ili




manjkavosti u kakvo¢i mesa, odnosno koze ili potkoznog masnog tkiva moraju se odstraniti iz

proizvodnje.

Glavne faze kod proizvodnje dalmatinskog prSuta su:

1. Soljenje priuta (temp. 2 - 6°C, RH > 80 %) prikazano na slici 3. Soljenje se provodi
morskom soli, aza¢ini i konzervansi nisu dozvoljeni. Butovi se dobro natrljaju po cijeloj
povrsini sasuhom soli | ostave lezati s medijalnom stranom okrenutom prema gore. Nakon 7-
10 dana butovi se ponovno natrljaju sa soli i poloze se da leze idu¢ih 7-10 dana s

medijalnom stranom okrenutom prema dolje.

Slika 3. Soljenje prsuta (Anonymous 2)

2. Presanje butova (temp. 2 - 6°C, RH > 80 %) prikazano na slici 4. Butovi se presaju
tako da se sloze uredove izmedu ploca i opterete. Faza presanja traje 7-10 dana, a potom se
butoviisperu ¢istom vodom i ocijede. Cilj ove dodatne faze jest pravilno oblikovanje prsuta.
Pravilno soljeni butovi vezu se Spagom ili se vjeSaju na kuku od nehrdajuceg celika

iznad petne kvrge (tuber calcanei) te se prenasaju u drugu komoru radi ujednacavanja

temperature prije dimljenja.

Slika 4. Presanje prsuta (Anonymous 3)



3. Dimljenje i susenje (temp. < 22°C) (prikazano na slici 5) se vr$i uporabom dima
dobivenog izgaranjemtvrdog drva ili piljevine bukve (Fagus sp.), hrasta (Quercus sp.) ili

graba (Carpinussp.). Proces traje do najvise 45 dana.

Slika 5. Susenje i dimljenje prSuta (Anonymous 4)

4. Zrenje priuta (temp. < 20°C, RH < 90%) provodi se u komori gdje se u optimalnim
uvjetima odvijaju biokemijski procesi, postize lijepa boja i optimalna harmonija mirisa

i okusa (slika 6). Faza se odvija u zamracenim prostorima uz blagu izmjenu zraka. Nakon

godinu dana od pocetka soljenja, prSut je zreo i spreman zakonzumaciju (Kos i sur., 2015).

Al L
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Slika 6. Zrenje prsuta (Anonymous 5)



2.3.5. Pakiranje, nacin stavljanja na trziStei pravila oznac¢avanja dalmatinskog prsuta

Zajednicki znak ,,Dalmatinskog prSuta“ se po zavrSetku faze zrenja nanosi kao vruéi zig na
kozu onih prSuta za koje je ovlasteno tijelo utvrdilo da su proizvedeni u skladu s ovom

specifikacijom i posjeduju sva propisana fizikalno-kemijska i senzorska svojstva.

Proizvod se na trziSte smije stavljati kao cijeli prSut ili u komadima. U sluc¢aju kada se
proizvod stavlja na trziSte u komadima ili narezan, tj. ve¢ porcioniran u zatvorenim
pakovinama namijenjenim daljnjoj prodaji, svaka pakovina mora biti oznacena u skladu s

odredbama.

Znak ima ovalni oblik pecata unutar kojeg se nalaze tri lavlje glave, a na gornjem vanjskom

obodu pise ,,Dalmatinski pr$ut“ (slika 7).

OALMATINSKI PRg;,

Slika 7. Grafi¢ki prikaz zajedni¢kog znaka dalmatinskog prsuta(Kos i sur., 2015)

Osim zajedni¢kog znaka, vruéi Zig sadrzi 1 Sifru proizvodaca koja je istovjetna kontrolnom
veterinarskom broju objekta. Svi primjerci vruceg ziga cuvaju se pri Udruzi dalmatinski prsut.
Natpis "Dalmatinski prSut" mora biti jasno Citljiv i1 neizbrisiv te mora veli¢inom, vrstom i
bojom slova (tipografijom) biti jasnije istaknut od bilo kojeg drugog natpisa ukljucujuci
zajednicki znak, broj proizvodne Sarze (serije) te zaStitni znak, slike i natpise proizvodaca

(Kos i sur., 2015).

10



2.4. OKSIDACIJA MASTI

Masti su primarno odgovorni za pozeljnu i nepozeljnu aromu te utjeCu na teksturu mesa.
Uvecini slucajeva, oksidacija masti, pogorsava kvalitetu mesa i uzrokuje neprihvatljiv okus.
Povecanje oksidacije masti moze uzrokovati promjenu okusa, boje, teksture i prehrambene
vrijednosti u mesu. Takoder, moze utjecati i na smanjenje roka trajanja, povecavanje
neugodnog okusa, promjene funkcionalnih i senzorskih karakteristika te ponekad stvaranje

kancerogenih tvari. Malondialdehid je jedan od razgradnih produkata oksidacije masti.

Faktori koji utjeCu na oksidaciju masti U mesu su: toplina i svjetlo, kataliza, sadrzaj kisika,
fosfolipidi, nezasi¢ene masne kiseline, stanje prije klanja, procesi koji unistavaju membrane
miSica, 1 pH. Fosfolipidi koji se nalaze u stanicama membrane vrlo su osjetljivi na oksidaciju
U mesu zbog toga $to sadrze vise nezasi¢enih masnih kiselina u usporedbi sa drugim lipidima.
Nemasno meso sadrzi veliki postotak fosfolipida Sto ga ¢ini osjetljivim na oksidaciju, zbog
toga fosfolipidi najviSe doprinose uzeglosti nemasnog mesa uzrokovanoj oksidacijom. Na
oksidaciju masti utjeCe i stupanj nezasi¢enosti masnih kiselina u fosfolipidima i frakcijama
triglicerida.

Oksidacija masti dogada se enzimskim i neenzimskim reakcijama te kompleksne reakcije u
mesu objasnjavaju se nizom reakcija. Najvazniji mehanizam oksidacije masti u mesu je
autooksidacija, kontinuirani niz reakcija slobodnih radikala, te je prikazana na slici 8. U fazi
inicijacije kisik iz zraka napada nezasi¢ene masne kiseline i pri tome se stvaraju slobodni
radikali, nastali slobodni radikali dalje reagiraju s masnim kiselinama stvaraju¢i nove radikale
1 tako uz ubrzanje dolazi do lancane reakcije. U drugoj fazi, fazi propagacije, iz slobodnih
radikala stvaraju se hidroperoksidi i slobodni radikali peroksida, vezanjem kisika na slobodne
radikale masnih kiselina. Hidroperoksidi su primarni produkti oksidacije, bez mirisa i okusa,
nestabilni su pa se dalje razgraduju na slobodne radikale 1 razgradne produkte oksidacije koji
uzrokuju neugodan okus i miris masti. Reakcije koje uzrokuju raspad hidroperoksida i
stvaranje sekundarnih oksidacijskih produkata su vrlo slozene. Oksidacija se nastavlja lan¢ano
sve dok slobodni radikali ne reagiraju medusobno (faza terminacije) stvarajuci polimere koji

su inaktivni 1 time se zavr$ava autooksidacija.

Stupanj oksidacije masti ovisi o vrsti mesa te procesima mljevenja, sjeckanja, ljustenja,
emulgiranja i kuhanja jer oni ubrzavaju oksidaciju masti. Dolazi do oslobadanja membranske

veze fosfolipida te se mogu brze oksidirati. Procesiranje uniStava strukturu misi¢a §to
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uzrokuje reakciju nezasi¢enih masnih kiselina sa kisikom iz zraka te se povecava kontakt sa
enzimima i hem pigmentma koji sadrze metalne ione te dolazi do autooksidacije. Kontrola tih
faktora najbolji je nalin zaustavljanja oksidacije masti i neugodnih okusa u mesnim

proizvodima (Cheng, 2016).

[ RH (nezasi¢ene masne kiseline) }

Inicijacija ﬂ Metali , UV

Propagacija 02

ROO (perokl radikal) ]

M
ROOH (hidroperoksidi) ]
Terminacija R- ili ROO: ﬂ

[ ROOR, R-R

Razgradni produkti:
ketoni, aldehidi,
alkoholi i dr.

Slika 8. Autooksidacija u mesu (Cheng, 2016)

Metode koje se koriste za odredivanje oksidacije masti u mesu tradicionalno se dijele na one
koje odreduju primarne promjene te one koje odreduju sekundarne promjene.

Metode koje odreduju primarne promjene mogu se podijeliti na one koje odreduju gubitak
reaktanata (nezasi¢ene masne kiseline ili kisik), na one koje prate nastajanje primarnih

produkata oksidacije masti (hidroperoksida) te na one koje odreduju apsorpciju kisika.

Razgradnjom primarnih produkata nastaju stabilniji sekundarni produkti kao $to su pentanal,

heksanal, 4-hidroksinonenal i malondialdehid (MDA) (Gray i Monahan, 1992).
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2.4.1. Test tiobabiturne kiseline —TBA test

Jedna od najstarijih 1 najkoriStenijih metoda za odredivanje sekundarnih produkata u mesu je
test 2-tiobarbiturne kiseline (TBA). Stupanj oksidacije masti se definira kao TBA vrijednost i
izrazava se kao miligrami malondialdehida po kilogramu uzorka. Malondialdehid je relativno
manji produkt oksidacije masti koji nastaje tijekom oksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina
i reagira sa TBA kako bi nastao obojeni kompleks (slika 9) sa apsorpcijskim maksimumom

pri 530-532 nm (Ganhdo i sur, 2011). Prema metodi po Lemon i sur. (1975) obojenje se mjeri

i na538 nm.
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TBA TBA PIGMENT

Slika 9. Reakcija tiobarbiturne kiseline i malondialdehida (Fernandez i sur, 1997)

Brzina reakcije TBA s MDA ovisi 0 koncentraciji TBA otopine, temperaturi i pH.

TBA test odreduje i druge TBA aktivne spojeve kao na primjer 2-alkane i 2,4-alkadienale te
se zbog toga uz naziv TBA koristi i naziv TBARS (TBA reaktivni spoj). TBA reaktivni
spojevi reagiraju s TBA ¢ime nastaje adukt ¢iji spektar je identican onome dobivenom
reakcijom s MDA standardom te je njihov UV spektar identi¢an onome MDA standarda pri
pH 7,0 i pH 2,0 (Fernandez i sur, 1997).

TBA test ima Siroku primjenu kao mjera oksidativne uZeglosti masne hrane, osobito u
mesnim proizvodima. Usporeduje se apsorpcija MDA-TBA kompleksa sa standardom
1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) ili 1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP), budué¢i da se MDA
moze dobiti kiselom hidrolizom iz TMP ili TEP u ekvimolekularnoj reakciji.

Napravljene su brojne usporedbe provedbe TBA testa za razliCite vrste hrane, ali bez
preferencije metoda. Argumenti za odabir specificnog modela reakcije za analizu u mesu su

prikazali Fernandez i sur. (1997). Za kvantifikaciju apsorpcija uzoraka nakon reakcije je
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usporedivana sa standardnim krivuljama pripremljenima od 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP),
koji hidrolizira u kiselinu daju¢i malonaldehid. Za to¢ne rezultate slijepe probe TEP
,recovery-a“ moraju se odrediti u svakoj metodi da bi se odredio postotak analita koji ostane
nakon reakcije, te je taj ,,recovery“ faktor uracunat u kona¢ni TBA broj. Ne ukljucivanje
,recovery* faktora povecava varijabilnost rezultata, unosi pogreSku u direktnu usporedbu
apsorpcije i ogranicava moguénost da se evaluira razina relativne oksidacije u razliitim
materijalima ili laboratorijima. Rezultati TBA analiza obi¢no se prikazuju kao pmol
TBARS/g uzorka da bi se pokrili svi reaktanti ili mg malonaldehida/kg uzorka ako je

definiran molekularni reaktant.

2.5. OKSIDACIJA PROTEINA

Oksidacija proteina je jedan od glavnih uzroka za pogorSanje kvalitete tijekom prerade i
skladiStenja prehrambenog proizvoda. Oksidacija proteina rezultira proizvodnjom raznih
oksidacijskih derivata. Glavne oksidacijske modifikacije se nalaze na bocnim lancima
aminokiselina koje ukljucuju tiol oksidaciju, aromatsku hidroksilaciju i formiranje skupine

karbonila (Stadman, 1990).

Kemijske modifikacije nanesene specifi¢cnim bo¢nim lancima aminokiseline i/ili okosnici
peptida mogu dovesti do promjene fizi¢kih svojstava proteina, ukljuujuéi fragmentacije,
agregacije, gubitak topljivosti i funkcionalnosti te smanjenu osjetljivost na proteolizu (Xiong,
2000).

Oksidativna modifikacija proteina je promjena izazvana reaktivnim intermedijatima slobodnih
radikala ili njihovim krajnjim produktima. U procesu oksidativne modifikacije proteina
mijenja se njihova struktura, §to dovodi do izmjene funkcionalne aktivnosti. Reakcije
modifikacije strukture proteina pod djelovanjem slobodnih radikala odvijaju se u in vivo
uvjetima 1 odgovorne su za fizioloski proces starenja, degradacije i obnavljanja proteina, kao 1
za regulaciju aerobnog i anaerobnog metabolizma.

Tijekom oksidativne modifikacije proteini mijenjaju primarnu strukturu, kao posljedicu
modifikacije pojedinih aminokiselina, ili kompletnog gubitka neke aminokiseline. Stupanj i
tip efekata na proteinima u velikoj mjeri ovisi o vrsti radikala koji se u reakcijama oslobadaju

kao 1 od duZine ekspozicije. Na temelju toga izvrSena je podjela moguc¢ih modifikacija:
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(1) modifikacija primarne strukture proteina kao posljedica: modifikacije pojedinih
aminokiselina, gubitka pojedinih aminokiselina, agregacije proteina i fragmentacije proteina,
(2) modifikacija sekundarne i tercijarne strukture proteina koja dovodi do promjene
rastvorljivosti (jata hidrofobnost ili hidrofilnost) i1 promjena naelektriziranosti (ka
pozitivnijem ili ka negativnijem).

Promjene fizikalno-kemijskih svojstava proteina ogledaju se i u smanjenju termicke

stabilnosti, promjeni viskoznosti i promjeni fluorescencije.

jer sadrze reaktivne atome sumpora. Sumporni anion je najmoc¢niji nukleofil i bogat je
elektronima. Reaktivne oksidacijske vrste ukljucuju slobodne radikale (OH i O) i neradikle
(H202 i ROOH) i reaktivne aldehide. Oksidanti mogu direktno napadati proteine i na taj nacin
uzrokovati fragmentaciju i konformacijske promjene u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi
proteina.  Disulfid, ditionrozin mogu rezultirati agregacijom proteina i polimerizacije
mijenjajuci njihova proteoliticka svojstva. To je uglavnom posljedica na proces oksidacije
induciranog odvijanja. Ove promjene mogu proizvesti fizikalna i kemijska svojstva proteina
ukljucujuéi topljivost, hidrofobnost, sposobnost zadrzavanja vode. Druge promjene koje
izaziva oksidacija proteina mogu smanjiti bioraspolozivost aminokiselinskih ostataka i
modificirati probavljivost proteina, §to negativno utjeCe na prehrambene vrijednosti proteina

mesa.

Brojni tehnoloSki ¢imbenici, poput temperature, aktiviteta vode 1 pH vrijednosti, utje€u na
oksidaciju proteina i aminokiselina (Estévez i Heinonen, 2010). Hidroliticka razgradnja
proteina tijekom proizvodnje suhomesnatih proizvoda igra vaznu ulogu u tehnoloSkim i
senzorskim aspektima kvalitete gotovog proizvoda (Ventanas i sur., 2007). Oksidacija
proteina moze negativno utjecati na teksturu i nutritivnu vrijednost proizvoda od mesa.
Parametri teksture kao mekoca, socnost i tvrdo¢a mogu biti promijenjeni oksidacijom proteina
uslijed inaktivacije proteolitickih enzima ukljucenih u mekSanje mesa i oksidativnih promjena
miofibrilrnih proteina i1 posljedi¢no, njihove smanjene podloZnosti proteolizi. Nutritivna
vrijednost proizvoda s oksidiranim proteinima je smanjena uslijed promjene aminokiselinskog
profila, budu¢i da formiranje proteinskih karbonila ukljucuje ireverzibilnu oksidativnu
modifikaciju esencijalnih aminokiselina kao §to su lizin, arginin i treonin (Huff-Lonergan i
sur., 2010).
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Stadtman i Levine (2003) navode formiranje karbonilnih spojeva kao jednu od najistaknutijih

modifikacija oksidiranih proteina.

2.5.1. Proteinski karbonili

Prema rezultatima istrazivanja Esteveza (2011) proteinski karbonili su reaktivni. Utvrdeno je
da su specifi¢ni karbonili a-amino adipinski polualdehid (AAS) i y-glutaminske Kiseline
(GGS) potpomogli degradaciju leucina i izoleucina te su nastali aldehidi 3-metilbutanal i 2-

metilbutanal kao uobi¢ajene komponente arome mesnih proizvoda.

Polualdehidi AAS i GGS se smatraju podobnim pokazateljima oksidacije proteina jer
predstavljaju do 60% ukupnih karbonilnih spojeva u sustavima hrane (Utrera i Estevez, 2013).

Karbonilacija je ireverzibilna modifikacija proteina koja dovodi do nastanka proteinskih
karbonila, aldehida i ketona, koji naj¢es¢e nastaju direktnom oksidacijom podloznih bo¢nih

lanaca amino kiselina (Estevez i Heinonen, 2010).

Karbonili (aldehidi i ketoni) mogu biti formirani u proteinima razli¢itim nacinima: (1)
direktnom oksidacijom lanaca iz lizina, treonina, arginina i prolina (Requena i sur., 2001), (2)
neenzimskom glikacijom u prisutnosti reduciraju¢ih Secera (Akagawa i sur., 2006), (3)
oksidativnim raspadom peptidne veze putem alfa amidiranja ili putem oksidacije lanaca
glutamila (Berlett i Stadtman, 1997, Garrison, 1987) i (4) kovalentnom vezom za neproteinske
karbonile poput 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ili malondialdehid (MDA) (Soladoye i sur.,
2015).

Od svih navedenih nacina, direktna oksidacija lanaca osjetljive aminokiseline Kkoristi se kao
glavni nacin za proteinsku karbonilaciju i kao glavni izvor direktnog oksidativnog napada na
proteine (Shacter, 2000; Stadtman, 1990; Stadtman i Levine, 2003) te je upravo taj
mehanizam jedini mehanizam koji dokazano doprinosi karbonilima iz mesnih proteina
(Estévez i sur., 2009; Estévez i Heinonen, 2010). Ostala tri mehanizma primjenjiva su na
slozene sustave prehrane, a relativni doprinos takvih nac¢ina karbonilacije mesnih proteina

ostaje nepoznat.

16



Karboniliranje proteina mesa moze biti inducirano koriste¢i nekoliko ROS sustava
generiranja, ukljucuju¢i prijelazne metale (engl. Metalcatalyzed Oxidation - MCO),
mioglobinsku oksidaciju i lipid oksidacijske sustave (Decker i sur., 1993; Estévez i sur., 2009;
Estévez i Heinonen, 2010; Park i sur., 2007; Soladoye, 2015).

Decker i sur. (1993) otkrili su da je kombinacija metalnih iona (Fe3*/Cu?") s askorbinskom
kiselinom ucinkovita u poticanju oksidacije proteina i formiranju proteinskih karbonila.
Takoder, utvrdili su da je Fe®" uginkovitiji u poticanju oksidacije proteina i formiranju
proteinskih karbonila nego Cu?'. Prirodne komponente misiéa poput mioglobina (Mb)
dokazano unaprjeduju oksidaciju proteina, posebno proteinsku karbonilacijui to u ve¢oj mjeri
od prijelaznih metala (Estévez i Heinonen, 2010). Promeyrat i sur. (2011) pokazali su da je
mioglobin dobar prediktivni marker formiranja karbonila u mesnim sustavima, u kojima se
istice svojom ulogom ucinkovitog unaprjedivaca karbonilacije proteina. Dok relativni
doprinos svakog oblika Zeljeza u oksidaciji proteina u mesu i mesnim proizvodima moze
ostati nedefiniran, hem i ne-hem zeljezo, kao i bakar, potencijalni su inicijatori formiranja

karbonila u mesnim sustavima.

Prema Estevezu i sur. (2008) karbonilacija proteina se moze dogoditi u odsutnosti lipida, ali
prateca pojava oksidacije proteina i lipida u mesu sugerira interakciju izmedu te dvije reakcije

pa je upravo zato vazno odrediti i oksidaciju lipida tijekom istrazivanja oksidacije proteina.

Uz proteolizu, proteini 1 oksidiraju pa je tako u prSutima, koji prolaze dugi proces proizvodnje
odredena veca koncentracija karbonila nego u suhoj plecki, zbog duljeg 1 intenzivnijeg

susenja (Ventanas i sur., 2007).

Kvantifikacija ukupnog iznosa proteinskih karbonila, koriste¢i dinitrofenilhidrazin (DNPH)
tehnike vjerojatno je najces¢a metoda za procjenu oksidacije proteina u mesu i bioloskim

sustavima (Estévez, 2011).

U ovoj metodi, DNPH reagira s karbonilnim grupama proteina kako bi generirala hidrazone i
apsorbancija se Cita na 370 nm (Levine i sur., 1990). Sadrzaj karbonila izrac¢unat je kao
nmol/mg proteina koristenjem koeficijenta apsorpcije od 22.000 Micm™ (Levine i sur.,
1994).
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U sustavima hrane, karbonilne skupine mogu se generirati i drugim putovima ukljucujuéi
oksidaciju specificnih bo¢nih lanaca aminokiselina kataliziranim metalima i dodavanjem
SeCera ili proizvoda za oksidaciju lipida kao S$to su 4-hidroksinonenal i malondialdehid
(Stadtman i Berlett, 1998), koji mogu dovesti do precijenjenosti oksidacije proteina (Estevez i
sur., 2008). Medutim, metoda DNPH derivatizacije koriStena je kao koristan i znaajan
marker za nakupljanje oksidiranih proteina u zivim tkivima ljudskih i drugih vrsta, dijelom
zbog jednostavnosti i prakti¢nosti ove metode. Ova metoda uspjesno se primjenjuje u mesnim
sustavima ukljucujuéi sirovo svjeze meso, mesne emulzije 1 mesne proizvode za procjenu

stupnja oksidacije proteina u proizvodima (Zhang i sur., 2011).

2.5.2. Proteoliza

Proteoliza je znaCajan niz biokemijskih reakcija u tkivima prSuta, koje sudjeluju u stvaranju
karakteristi¢éne ukupne arome, okusa i mirisa tijekom procesa prerade. Proteoliticka aktivnost
glavna je znacajka endogenih enzimskih sustava u tkivima prSuta. Oni uz limitirajuce
¢imbenike (pH, koncentracija soli i vlage itd.), stvaraju nepovoljne uvjete za rast

mikroorganizama, te je i aktivnost mikrobnih enzima unutar prSuta beznacajna.

Najvaznije proteoliticke promjene, koje sudjeluju u stvaranju posebnog okusa i arome prsuta
visoke kakvoce, dogadaju se jedino u produzenom procesu zrenja i kod prsuta sa niskim
udjelom soli. Proteoliza izravno sudjeluje u formiranju konzistencije prSuta temeljem
razgradnje miofibrilarnih proteina koji grade misi¢nu strukturu. Stvaranje peptida i slobodnih
aminokiselina utjeCe na okus prSuta, a slobodne aminokiseline sudjeluju kao supstrat u
budu¢im reakcijama, koje doprinose formiranju konacne arome i okusa prSuta, odnosno

djeluju kao prekursori arome i okusa (Toldra i Flores, 1998).

Proteoliticki enzimi koji razgraduju misiéno tkivo post mortem su miSi¢ne proteaze te se
dijele na endopeptidaze (proteinaze) i egzopeptidaze. Egzopeptidaze su mikrobnog podrijetla,
a dokazano je da je njihova aktivnost slabija od endopeptidaza prirodno prisutnih u prsutu
(Toldra, 2002). Endopeptidaze hidroliziranjem miofibrilarnih proteina i stvaranjem
proteinskih ostataka polipeptida, sudjeluju u postmortalnom omekSavanju misSi¢nog tkiva
(Dransfield, 1994). Egzopeptidaze stvaranjem slobodnih aminokiselina, sudjeluju u

formiranju okusa i arome prSuta (Nishimura 1 sur., 1990). Najvaznije miSi¢ne egzopeptidaze
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podijeljene na amino-, karboksi-, di-, tri-, dipeptidil- i tripeptidil-peptidaze, dok su najvaznije

misi¢ne endopeptidaze katepsini i kalpaini.

Prekomjerna proteoliza u prsutu vezana je s genetskom osnovom, hranidbom i dobi svinja, Sto
moze znacajno utjecati na aktivnost nekih enzima, osobito visa razina katepsinske aktivnosti.
Posljedica je meksa konzistencija prsuta i loSija ocjena organolepti¢kih osobina prSuta. Meksa
konzistencija prSuta u pozitivnoj je korelaciji s povisSenom rezidualnom aktivnos$¢u katepsina
B 1 nizom razinom soli (Parolari i sur., 1994) te poviSenom rezidualnom aktivnos¢u katepsina
B+L (Garcia-Rey i sur., 2004). Povisena koncentracija peptida i slobodnih aminokiselina, kao

rezultat prekomjerne proteolize, moze uzrokovati neprijatan okus prsuta.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom raduispitivani su uzorci dimljenog Dalmatinskog prsutaod tri razli¢ita proizvodaca
(N=6), proizvedeni tradicionalnim postupkom proizvodnje. Tehnologija i vrijeme prerade
butova od sirovine do gotovog proizvoda opisana je u teorijskom dijelu ovog rada.

Kao eksperimentalni materijali za istrazivanja u ovome radu koristila su se dva misica
svinjskog buta, biceps femoris (oznacen brojem 3 na slici 10) i semimembranosus (oznacen

brojem 1 na slici 10).

Slika 10. Presjek misi¢a svinjskog buta (Laureati i sur., 2014)

3.1.1. Priprema uzoraka za analizu

Aparatura i pribor:

e Uredaj za vakumiranje

e Analiticka vaga

Boja i tekstura na svim uzorcima odmah je odredena na miSi¢u biceps femoris i
semimembranosus, a nakon toga svaki uzorak je izrezan na manje komadice, homogeniziran
komercijalnim blederom, pakiran u male sterilne vreéice, vakumiran pomoc¢u uredaja za
vakumiranje, ozna¢en odgovaraju¢om oznakom i pohranjen u hladnjaku na 4°C do daljnjih

analiza.
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Odredivanje teksture

Aparaturai pribor:
e Teksturometar (Ametek Lloyd Instruments Ltd., UK)
Postupak rada:

Tekstura prSuta odredena je pomocu teksturometra (Ametek Lloyd Instruments Ltd.,
UK) s ¢elijom od 50 kg. Uzorci priuta, to¢nije biceps femoris i semimebranosus izrezeni su na
kockice veli¢ine 10 x 10 x 10 mm te su ostavljeni 2 h na temperaturi od 20°C prije samog
mjerenja. Uzorci su komprimirani dva puta do 50 % deformacije brzinom od 1 mm/s (vrijeme
razmaka izmedu 2 ciklusa 5 s). Rezultati su obradeni softwerom NexygenPlus, a odredeni su
slijede¢i parametri: tvrdo¢a (N), adhezivna sila (N), kohezivnost, adhezivnost (Nmm),
gumenost (N), odgodena elasticnost (mm), Zzvakljivost (Nmm), otpornost (N), lom (N) i

vlaknastost (mm).

3.2.2. Odredivanje boje

Odredivanje boje provedeno je na povrsini uzorka biceps femoris i semimembranosus odmah
nakon otvaranja uzorka kako bi se sprijeila degradacija boje uzrokovana utjecajem svjetla 1
kisika iz zraka. Referentna metoda mjerenja boje mesa (Honikel, 1998) je ona koja koristi L*,
a*, b* spektar boja. Parametar L* je mjera svjetlosti mesa iskazana vrijednostima od 0 do 100
(0 = crno; 100 = bijelo). Vrijednost parametra a* je mjera crvenila mesa iskazana
vrijednostima od - 60 do 60, a iskazuje spektar od crvene do zelene boje pri ¢emu veca
vrijednost a* parametra karakterizira crvenije meso. Vrijednost b* parametra ukazuje na
spektar nijansi izmedu plave i Zute boje, a njegova veca vrijednost oznacava izrazenost zutog

dijela spektra (Yiu i sur., 2001).

Za odredivanje boje prsuta koriSten je sprektrofotometar Konica Minolta CM-700d (slika 11).
Vrijednosti za L*, a* i b* izraCunate su kao srednja vrijednost 8 mjerenja uz napomenu da su
se kod mjerenja izbjegavala podrucja s veCom koli¢inom masnoe zbog S§to tocnijih i

ujednacenijih mjerenja.
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Slika 11. Konica Minolta CM-700d (Anonymous 6, 2018)

3.2.3. Odredivanje udjela vode

Udio vode odredio se gravimetrijskom metodom (ISO 1442:1997). Koli¢ina vode u razli¢itim

namirnicama podrazumijeva gubitak na tezini uzoraka suSenjem do konstantne mase.

U niske aluminijske posudice stavljen je kvarcni pijesak (oko 5 g) i postavljen stakleni Stapic
te je sve zajedno postavljeno u suSionik na zadanu temperaturu. Posudice su suSene oko 30
minuta bez poklopca (poklopac je naslonjen za zdjelicu). Zatim su posudice poklopljene dok
su jo$ u suSioniku, hladene u eksikatoru do sobne temperature (30 min.), nakon Cega su
vagane na vazi (mo) te je ta masa upisana u tablicu, a moguce je da budu osusene dan prije i
cuvane u eksikatoru do upotrebe. U izvagane 1 osuSene aluminijske posudice dodano je oko

3 g homogeniziranog uzorka, lagano pomijesanog s kvarcnim pijeskom pomocu staklenog
Stapica te su posudice poklopljene i izvagane (mi). Posudice s uzorkom su otklopljene i
postavljene u suSionik na 2,5 h na zadanu temperaturu nakon €ega su opet poklopljene i
hladene u eksikatoru do sobne temperature (30 min.) te vagane (m.). Postupak je ponavljan
sve dok dva uzastopna mjerenja (nakon 1 sat susenja) ne budu razlikovana vise od 0,1%.

Obi¢no su dovoljna 2 ciklusa.
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Udio vode (%) rac¢una se prema formuli 1:

udio vode (%)= x 100 [1]
gdje je:
mO - odvaga aluminijske posudice, pijeska i staklenog Stapica (g)
m1- odvaga aluminijske posudice, uzorka, pijeska i staklenog Stapica prije suSenja (g)

m2 - odvaga aluminijske posudice, uzorka, pijeska i staklenog Stapi¢a nakon suSenja (g)

3.2.4. Odredivanje stupnja oksidacije masti (TBA test)

Lipidna oksidacija je uzrok kvarenja mesa i mesnih proizvoda. Odvija se na masnim
kiselinama, posebice na polinezasi¢enim masnim kiselinama, gdje nastaju razni produkti koji
mijenjaju kvalitetu proizvoda (mijenja se boja, aroma, okus, tekstura i nutritivna vrijednost).
Primarni produkti autoksidacije su hidroperoksidi. Njihovom rezgradnjom nastaju sekundarni

produkti kao pentanal, heksanal, 4-hidroksinonenal i malondialdehid (MDA).

Test tiobarbiturne kiseline (TBA test) se koristi za detekciju oksidacije nezasi¢enih masnih
kiselina i masti. Ovisi 0 razvoju crvenog pigmenta koji nastaje reakcijom TBA s MDA. Uz
naziv TBA koristi se i naziv TBARS (TBA reaktivni spoj).

3.2.4.1. Odredivanje stupnja oksidacije masti TBARS metodom po Lemonu (1975)

Postupak odredivanja stupnja oksidacije zapocet je vaganjem 10 g (£ 0,001 g) uzorka te je u
epruvetu s uzorkom odpipetirano 20 mL 7,5% otopine TCA. Nakon toga sve zajedno
homogenizirano je na Ultraturaxu. Homogenizirani uzorak ostavljen je da miruje 30 min te je
profiltriran. 5 mL filtrata je odpipetirano u tubu, dodano je 5 mL TBA, tuba je zatim
zatvorena i stavljena u vodenu kupelj na 100°C. Nakon 40 min tube su ohladene pod mlazom
hladne vode te je ocitana apsorbancija na spektrofotometru na 538 nm. Standardne
kalibracijske otopine pripremljene su iz 1 umol otopine primarnog standarda TEP (1, 1, 3, 3-
tetraetoksipropan). Konstrukcija najbolje linearne aproksimacije radena je na temelju 5 tocaka
radnih kalibracijskih otopina koncentracija 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 i 0,05 pmol/ml. Radne

standardne otopine podvrgnute su kolorimetrijskoj reakciji pod istim uvjetima kao i uzorci.
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Pomocu ocitane apsorbancije 1 bazdarnog pravca izraunata je koncentracija malondialdehida

(MDA).

Izrazavanje rezultata

Koncentracija mg malondialdehida/kg uzorka izracunata je prema formuli 2:

mg MDA /kg uzorka = pmolMA*(V1ca+VH20)/Ve*72/my [2]

gdje su:

pmolMA - umol malondialdehida dobivenog mjerenjem apsorbance u uzorku
V1ca - volumen TCA koriSten za ekstrakciju uzorka

VH20 - sadrzaj vode u uzorku

VE - volumen ekstrakta za kolorimetrijsku reakciju

72 - faktor konverzijeumolMA/g u mgMA/kg

my - masa uzorka [g]

3.2.4.2. Odredivanje stupnja oksidacije masti TBARS metodom po Bruna i sur. (2001)

5 g uzorka homogenizirano je sa 5%-tnom otopinom TCA i 10 mg BHT. Centrifugirno je 10
min na 12000 rpm pri 4°C te potom profiltrirano preko filter papira Watman (n° = 54).

4 mL filtrata je odpipetirano u tubu, dodano je 4 mL 0,02M otopine TBA (za slijepu probu
umjesto filtrata staljena otopina TCA). Tuba je zatim zatvorena i stavljena 1 h u susionik na
100°C i nakon toga ohladena pod mlazom hladne vode. Nakon toga na spektrofotometru
(He)ios B, Spectronic Unicam, Cambridge, UK) je o€itana absorbancija (532 nm). Standardne
kalibracijske otopine pripremljene su iz 25 pumol otopine primarnog standarda TMP (1, 1, 3,
3-tetrametoksipropan). Konstrukcija najbolje linearne aproksimacije radena je na temelju 5
tocaka radnih kalibracijskih otopina koncentracija 12,5; 6,25; 3,13; 1,56 i 0,75 pmol/ml.
Radne standardne otopine podvrgnute su kolorimetrijskoj reakciji pod istim uvjetima kao i
uzorci. Pomocu ocitane apsorbancije i bazdarnog pravca izraCunata je koncentracija

malondialdehida (MDA). Rezultati su izrazeni kao mg MDA/kg prsuta.
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Izrazavanje rezultata

Koncentracija mg malondialdehida/kg uzorka izracunata je prema formuli 3:

mg MDA /kg uzorka = uM MDA * 0,2888 [3]

3.2.5. Odredivanje ukupnih karbonila

Priprema uzorka za odredivanje ukupnih karbonila provedena je prema izmijenjenom
postupku koji su opisali Armenteros i sur. (2009). Izvagan je 1 g uzorka u falconicu (u
duplikatu) i homogeniziran s 10 mL pirofosfatnog pufera (pH 7.4; 2 mM NasP.O7; 10 mM
tris-maleat; 100 mM KCI, 2 mM MgClz, 2 mM EGTA) na Ultra Turrax 30 sekundi (uzorci
stavljeni u led). Uzorak je podijeljen na dva alikvota od 0,1 mL (u eppendorficu od 2 mL), u
svaki je dodano 1 mL 10% TCA da perticipiraju proteini, izmijeSano na Vortex-U i
centrifugirano na 10000 rpm tijekom 5 min (2°C). Sljede¢i korak bilo je izbacivanje

supernatanta i to za:

Pelet 1 — kvantifikacija proteina: dodano 1 mL HCI 2N
Pelet 2 — mjerenje karbonila: dodanol mL 0,2% DNPH u HCI 2N

Dobiveni uzorci inkubirani su 1 h na sobnoj temperaturi u tami, uz mije$anje svakih 15 min
na Vortex-u. Nakon toga precipitirani su sa 1 mL TCA 10%, promijeSani na Vortex-u 30
sekundi i centrifugirani 10000 rpm tijekom 5 min (2°C). Zatim je izdvojen supernatant, a
pelet isprana s 1 mL etanol/etil acetata (1:1), promijeSana na Vortex-u i centrifugirana na
10000 rpm tijekom 5 min (2 puta). U sljedec¢em koraku pelet je otopljena u 1,5 mL natrijevog
fosfatnog pufera 20 mM (pH 6.5) koji sadrzi 6M guanidin hidroklorida, promijesana i
centrifugirana na 10000 rpm tijekom 5 min da se uklone netopljivi fragmenti. Na ostavljenom
supernatantu mjerena je absorbancija na sljedeci nacin:

Pelet 1 — kvantifikacija proteina: mjeri se na 280 nm, koriste¢i BSA kao standard
(0.5-2 mg/mL) u natrijevom fosfatnom puferu 20 mM (pH 6.5) koji sadrzi 6M guanidin
hidroklorid.

Pelet 2 — mjerenje karbonila: mjeri se na 370 nm i izracunava koncentracija
karbonila koriste¢i jednadzbu 4: A=g*M*1 [4]
Rezultat je izraZzen kao nmol karbonila po mg proteina koriStenjem adsorpcijskog koeficijenta

za proteinske hidrazone & =21.0 mM*cm™,
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Priprema baZdarne krivulje:

Otopina standardnog proteina BSA 2 mg/mL - otopljeno je 20 mg (0,02 g) u 10 mL fosfatnog

pufera + gvanidin hidroklorida.

Bazdarna krivulja napravljena je prema podacima prikazanim u tablici 2.

Tablica 2. Podaci za izradu bazdarne krivulje

Fosfatni pufer + gvanidin
BSA (mL) ) ) ¢ (BSA) (mg/mL)
hidroklorid (mL)
0 2 0 (SP)
0,5 15 0,5
1 1 1
15 0,5 1,5
2 0 2

3.2.6. Statisticka obrada podataka

Statisticki izracun rezultata odreden je jednosmjernom analizom varijance (one-way

ANOVA test) uz razinu znacajnosti 5 % (P<0,05). Za statisticku obradu podataka koriSten je
racunalni program SPSS 12.0 (IBM, USA).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Ispitivanje fizikalno-kemijskih parametara, boje i teksture, provedeno je na 6 uzoraka
dalmatinskog prsuta od 3 razli¢ita proizvodaca. Za svaki uzorak napravljene su 4 paralelne
probe na misi¢u biceps femoris te semimembranosus. Dok su za stupanj oksidacije lipida i
koncentraciju karbonila napravljene 2 paralelne probe za svaki uzorak na misic¢u biceps

femoris i semimembranosus.

Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

4.1. BOJA

Boja je vrlo vaZzna karakteristika mesa i jedan je od najvaznijih senzorskih pokazatelja trziSne
kvalitete mesa i mesnih proizvoda (Huff-Lonergan i sur., 2010). Od strane potrosaca, boja je
najvaznija znaCajka za izbor mesa. Tipi¢na crvena boja prSuta potjeCe od formiranja
nitrozomioglobina, koji nastaje reakcijom dusikovog oksida s mioglobinom. Intenzitet boje se
povecava s koncentracijom mioglobina, veci je u misi¢ima starijih Zivotinja (Rosell i Toldra,
1998). Boja prSuta uglavnom ovisi o koncentraciji 1 kemijskom stanju pigmenata u mesu te o
misiénoj strukturi (Pérez-Alvarez i sur., 1998). Kada je prSut dimljen mogu se na prSutu

pojaviti tamnije boje zbog piroliticke razgradnje drva.

Odredivanje boje provedeno je mjere¢i vrijednosti koordinata svjetlo¢e (L*), spektra od

zelene do crvene boje (a*), te spektra od plave do Zute boje (b*).

Rezultati odredivanja boje (L*, a* i b* parametri) u uzorcima Dalmatinskog prsuta od tri

razli¢ita proizvodaca, u dva razli¢ita misica, prikazani su u tablici 3.
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priuta u dva razli¢ita misica

Tablica 3. Rezultati odredivanja parametra boje prSuta u uzorcima dimljenog Dalmatinskog

Biceps femoris Proizvodac 1 Proizvodac 2 Proizvodac 3 b
vrijednost
L* 50,87 + 0,22®A | 50,39 +£0,37%* |51,40 + 0,18°*| 0,049
a* 5,46 + 0,16°" 5,40 + 0,284 | 4,37 + 0,22% 0,004
b* 5,72 + 0,26°A 5,02 + 0,34%A | 4,35 + 0,16 0,005
Semimembranosus Proizvodac 1 Proizvodac 2 Proizvodac 3 N b
vrijednost
L* 47,32 + 0,168 47,16 + 0,108 | 47,06 + 0,188 0,484
a* 3,99 + 0,17°8 3,29 + 0,14® | 299 + 0,10%® 0,000
b* 4,14 + 0,15%® 3,18 + 0,07*® | 2,72 + 0,09% 0,000
p-vrijednost 0,000 0,000 0,000

* Razlicita slova (a, b) u istome stupcu znace statisti¢ki zna¢ajnu razliku (P< 0,05).

** Razlicita slova (A, B) u istome retku znace statisti¢ki znacajnu razliku (P< 0,05).

U ispitivanim uzorcima dimljenih pruta razli¢itih proizvodaca dobivene vrijednosti za L*
parametar biceps femoris kretale su se u rasponu 50,39-51,40, §to je znatno vece od L*
vrijednosti odredene u dalmatinskom prsutu (33,7-41,6) (Marusi¢ Radov¢i¢ 1 sur., 2016), u
istarskom prsutu (34,64-35,27) (Marusic¢ i sur., 2011), $panjolskom Iberijskom prsutu (38,28)
(Carrapisco i Garcia, 2008), drugim $panjolskim vrstama prsuta (34,8-38,8) (Perez-Alvarez i
sur., 1998) te talijanskim vrstama prsuta (37,9-38,0) (Laureati i sur., 2014).

L* vrijednosti za semimebranosus nisu pokazale statisticki znacajnu razliku (P> 0,05) izmedu
proizvodaca.

Garcia-Esteban i sur. (2003) u svome su istrazivanju, Spanjolskog Serrano prSuta, za
semimebranosus dobili L* vrijednost 31,16-38,17 §to je znatno nize od L* vrijednosti
dobivenih u ovom istrazivanju (47,06-47,36). Cilla i sur. (2006), u $panjolskom Teruel prsutu,

su takoder dobili nize L* vrijednosti u odnosu na ovo istrazivanje (31,75).

L* vrijednosti pokazale su statisti¢ki znacajnu razliku (P < 0,05) izmedu biceps femoris i
semimebranosus. Kod svih ispitivanih uzoraka dobivene wvrijednosti za L* parametar
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semimebranosus bile su znatno nize u usporedbi s biceps femoris. Dobiveni rezultati su se

kretali u rasponu 47,06-47,36. Sto je niza L* vrijednost, to su priuti tamniji.

Razlike u ovom parametru, izmedu dva mi$i¢a, povezane su s udjelom vode, pH, dehidrataciji
prema povrSini te samoj strukturi miSi¢a (Garcia-Esteban i sur., 2003). Semimebranosus je
vanjski mi$i¢ i podlozan je povrSinskoj dehidrataciji, dok je biceps femoris prekriven kozom i
potkoznim masnim tkivom. Semimebranosus, kao vanjski misi¢, jedini dolazi u izravni
kontakt sa soli i to regulira difuziju soli prema drugim unutra$njim misi¢ima, biceps femorisu,
a paralelno time, voda izlazi iz biceps femorisa i krec¢e prema povrsini (Pérez-Alvarez i sur.,
1998).

Dobivene vrijednosti u biceps femorisu za parametar a* bile su se u rasponu 4,37-5,46, §to je
znatno manje od a* vrijednosti biceps femoris odredene u dalmatinskom prsutu (7,3-9,8),
Spanjolskom Iberijskom i1 Serrano prsutu (16.6-18.9) i talijanskom Parma i San Daniele
prsutu (15.9-17.7) (Marusi¢ Radov¢ié i sur., 2016). Cilla i sur. (2006) u Spanjolskom Teruel
priutu su, izmedu ostalog, odredili i vrijednost za a* parametar od 10,68, $to je takoder znatno
vece od vrijednosti dobivene u ovom radu. Razlog veéeg parametra a* kod Spanjolskih vrsta
prsuta je upotreba nitrata i nitrita tijekom proizvodnje koji utjeCu na intenzitet crvene boje

gotovog proizvoda.

Vrijednosti parametra a*, za semimebranosus, bile su se u rasponu 2,99-3,99 te su opet bile
znatno nize od a* vrijednosti semimebranosus odredene u $panjolskom Serrano prsutu (15,06-
18,83) (Garcia-Esteban i sur., 2003). Nesto manja razlika je u usporedbi sa S$panjolskom
Teruel prsutom (8,72) (Cilla i sur., 2006).

a* i b* vrijednosti pokazale su statisticki zna¢ajnu razliku (P< 0,05) izmedu biceps femoris i

semimebranosus.

Biceps femoris je kod svih ispitivanih uzoraka imao vece vrijednosti za a* i b* parametre u

usporedbi sa semimebranosus.

b* wvrijednosti u biceps femorisu bile su se u wvrijednosti od 4,35 do 5,72, dok za
semimebranosus od 2,72 do 4,14. U talijanskom Parma prSutu Rezende Costa i sur. (2008)

odredili su b* parametar za biceps femoris od 2,38 §to je manje od vrijednosti za b* odredene
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u ovom radu u uzorcima dimljenih prSuta. Marusi¢ Radovcic¢ i sur. (2016) dolili su nesto nize
b* vrijednosti u dalmatinskome prsutu (7,3-10,4). Dobivene vrijednosti semimebranosusa za
parametar b* kretale su se u rasponu 2,72-4,14, $to je znatno manje od b* vrijednosti
semimebranosusa odredene u S$panjolskom Serrano prsutu (16,02) (Garcia-Esteban i sur.,
2003) i SpanjolskomTeruel prsutu (6,16) (Cilla i sur., 2006).

4.2. TEKSTURA

Tekstura proizvoda ne ovisi samo o razgradnji miofibrilalnih proteina ve¢ i o drugim
¢imbenicima kao §to su duljina suSenja, razgradnja vezivnog tkiva, sadrzaj intramuskularne
masti. Razgradnja proteina je razlog omekSavanja mesa. Intenzivna razgradnja miofibrilarnih
proteina je zamijecena tijekom susenja prSuta. Proteolizi su podlozni strukturni proteini, kao
Sto su titin, nebulin i troponin T, miozin i aktinin (Toldra i sur., 1993). Produkti proteoliticke
razgradnje aktina 1 titina su otkriveni u novijim istraZivanjima (Sentandreu i sur., 2007c; Mora
i sur., 2009). Za razliku od navedenog, prsuti proizvedeni od blijedog, mekanog i vedenastog
mesa (PSE) nemaju navedene peptide. Primjenom analize teksture proizlazi da PSE prsuti

imaju manju tvrdocu, elasti¢nost, kohezivnost 1 Zvakljivost (Tabilo 1 sur., 1999).

U uzorcima dalmatinskih prsuta tekstura je odredena pomocu teksturometra u misi¢ima biceps
femoris i semimebranosus. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4., a odredeni su sljedeci
parametri teksture: tvrdo¢a, adhezivna sila, kohezivnost, adhezivnost, gumenost, odgodena

elasti¢nost, zvakljivost, otpornost, lom i vlaknastost.
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Tablica 4. Rezultati odredivanja parametra teksture prSuta (TPA metoda) u uzorcima

dimljenog prSuta u dva razli¢ita misica

Proizvodac 1 Proizvodac 2 Proizvodac 3 p-"
Uzorak vrijednost
Biceps femoris
Tvrdoéa 1 (N) 42,82 + 7,48 3293 + 3,69 27,42 + 2,14 0,109
Tvrdoéa 2 (N) 37,85 + 6,73 27,05 + 3,56 22,10 + 1,51 0,06
Adhezivna sila (N) -0,87 £ 0,122  -0,77 + 0,13*  -0,48 + 0,05 0,041
Kohezivnost 0,54 + 0,02 0,54 + 0,02 053 + 0,01 0,869
Adhezivnost (Nmm) 0,53 + 0,05 0,70 + 0,10° 0,33 + 0,05* 0,007
Gumenost (N) 23,56 + 456 16,57 + 2,93 1459 + 1,27 0,142
Odgodena elasti¢nost
(mm) 252 + 0,14  -2,30 = 0,22 2,30 £ 0,12 0,559
Zvakljivost (Nmm) 20,83 + 1,20 37,30 + 8,59 33,88 + 3,70 0,102
Otpornost 0,42 + 0,02 0,48 + 0,03 0,44 + 0,02 0,204
Lom (N) 23,56 + 7,40 3546 + 1,82 20,87 + 3,61 0,102
Vlaknastost (mm) 4,71 + 0,87 514 + 0,80 3,93 + 0,96 0,617
Semimembranosus
Tvrdoéa 1 (N) 86,14 + 16,86° 64,58 + 855° 2857 + 1,74* 0,005
Tvrdoéa 2 (N) 76,70 + 14,76 57,14 + 7,68° 24,83 + 1,49% 0,004
Adhezivna sila (N) -1,39 + 0,398  -1,00 + 0,15®  -0,49 + 0,07° 0,051
Kohezivnost 0,47 + 0,022 0,48 + 0,032 0,56 + 0,01° 0,008
Adhezivnost (Nmm) 0,69 + 0,08° 0,38 + 0,08 0,65 + 0,10® 0,038
Gumenost (N) 41,98 + 939° 29,81 + 259® 16,17 + 1,29 0,015
Odgodena elasti¢nost
(mm) 2,78 + 022  -253 * 0,23 2,34 + 0,16 0,328
Zvakljivost (Nmm) 95,96 + 26,32° 69,50 + 3,13® 3939 + 455° 0,056
Otpornost 0,35 + 0,03 0,37 + 0,04® 0,47 + 0,03 0,031
Lom (N) 72,53 + 21,41° 4427 + 253 2131 + 2,67 0,030
Vlaknastost (mm) 244 + 030° 458 + 0,92 535 + 0,94° 0,041

* Razlicita slova (a, b) u istome retku znace statisti¢ki znacajnu razliku (P< 0,05).
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Iz dobivenih rezultata vidljivo je da postoji statisticki znacajna razlika u biceps femorisu u
adhezivnoj sili i adhezivnosti izmedu proizvoda¢a dimljenih prsuta (P<0,05). Kod
semimebranosusa statisti¢ki znacajna razlika nije vidljiva samo kod odgodene elasti¢nosti,

dok kod svih ostalih parametara postoji.

Uzorci su komprimirani dva puta do 50 % deformacije brzinom od 1 mm/s (vrijeme razmaka
izmedu 2 ciklusa 5 s). U ispitivanim uzorcima biceps femorisa tvrdoc¢a 1, nakon prve
kompresije, kretala se u rasponu 27,42-42,82 N. Dok su se rezultati za tvrdoé¢u 2, nakon
druge kompresije, kretali u vrijednostima od 22,10 do 37,85, $to je u skladu s tvrdo¢om
(21,39 N) odredenom u Spanjolskom Teruel prsutu (Cilla i sur., 2006) i s tvrdo¢om (21,36-
26,17 N) odredenom u $panjolskom Serrano prsutu (Garcia-Esteban i sur., 2004). Harkouss i
sur. (2015) su u francuskom Bayonne prsutu odredili tvrdo¢u od 183 N $to je puno vise od
vrijednosti dobivene u ovom radu. Nesto veée vrijednosti odredene su u u slovenskom
Kraskom prsutu (62 N) (Andronikov i sur., 2013). Pugliese i sur. (2015) su takoder dobili vise

rezultate za istrazivanje Kraskoga prsuta (52,51 N).

U ispitivanim uzorcima semimembranosusa tvrdoéa 1 i tvrdo¢a 2 su imale statisticki
znacajnu razliku (P < 0,05) izmedu sva tri proizvodaca. Tvrdoéa 1 se kretala u rasponu
28,57-86,14, dok tvrdoéa 2 od 24,83 do 76,70. Dobivene vrijednosti su u skladu s tvrdo¢om
(84,48 N) odredenom u Teruel prsutu (Cilla i sur., 2006). Prema istrazivanju Harkosuss i sur.
(2015) vrijednost tvrdo¢e u semimembranosusu (122 N) bila je znatno viSa od vrijednosti
dobivene u ovom radu. U istrazivanju Kraskoga prSuta, Pugliese i sur. (2015) isto su dobili

vise vrijednosti za tvrdo¢u (107,22 N).

Za adhezivnu silu, u biceps femorisu u ispitivanim uzorcima dimljenih prSuta, dobivena
vrijednost kretala se u rasponu (-0,48) — (-0,87) N. Dok je kod semimembranosusa bila u
rasponu (-0,49) — (-1,39) N.

Izmjerena kohezivnost u ispitivanim uzorcima dimljenih pr$uta, kod biceps femorisa, kretala
se u rasponu 0,53-0,54, sto je u skladu s kohezivnosc¢u odredenoj u Teruel prsutu (0,53) (Cilla
i sur., 2006), a sli¢ne vrijednosti za kohezivnost odredene u Kraskom prsutu (Andronikov i
sur., 2013). Pugliese i sur. (2015) dobili su nesto visu vrijednost za kohezivnost (0,63) u
Kraskom prsutu. Sli¢ne vrijednosti dobili su i Rezende Costa i sur. (2008) za Spanjolski

Serrano (0,69), talijansku vrstu prsuta (0,63), brazilski Parma (0,65) 1 brazilski Serrano prsut
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(0,69). U francuskom Bayonne prsutu, Harkouss i sur. (2015) izmjerili su kohezivnost od 0,49

Sto je neSto nize od vrijednosti dobivene u ovome radu.

U uzorcima semimembranosusa dobivena vrijednost za kohezivnost kretala se u rasponu
0,47-0,56, sto je u skladu s kohezivnoscu dobivenoj u francuskom Bayonne prSutu (0,49)
(Harkouss i sur., 2015) i u Kraskom prsutu (0,53) (Andronikov i sur., 2013).

Cilla i sur. (2006) dobili su malo nizu vrijednost za kohezivnost (0,439) u $panjolskom Teruel
prsutu. Jo§ manju vrijednost za kohezivnost, u rasponu 0,376-0,390 dobili su Morales i sur.

(2007) u Spanjolskom Serrano prsutu.

U ispitivanim uzorcima, kod biceps femorisa, adhezivnost se kretala u rasponu 0,33-0,70
Nmm. Sli¢ne rezultate u svome istrazivanju $panjolskoga prSuta Serrano su dobili Morales i
sur. (2007) gdje se vrijednost za adhezivnost kretala u rasponu 0,322-0,369 Nmm. Istrazivanje
adhezivnosti u francuskom Bayonne prSutu rezultiralo je vrijednos¢u od -13,3 Nmm
(Harkouss i sur., 2015), sto je dosta nize od vrijednosti dobivenih u ovome radu. Sli¢ne, niske
vrijednosti za adhezivnost (-51,72 Nmm), dobili su i Cilla i sur. (2006) u $panjolskom Teruel

prsutu te Laureati i sur. (2014) u talijanskom Parma prsutu (-0,42 Nmm).

Izmjerena adhezivnost kod semimembranosusa u ispitivanim uzorcima dimljenih prSuta
kretala se u rasponu 0,38-0,69 Nmm, $to je znatno vise od adhezivnosti (-55,28 Nmm)
odredene u Spanjolskom Teruel prSutu (Cilla i sur., 2006). Pugliese i sur. (2015) su takoder
dobili niZe vrijednosti za adhezivnost (-5,12) u slovenskom Kraskom prsutu. Morales i sur.
(2007) proveli su istrazivanje na Spanjolskom Serrano prSutu u kojem su odredili adhezivnost

u rasponu 0,376-0,390 Nmm $to je u skladu s adhezivnos$éu dobivenoj u ovom radu.

U ispitivanim uzorcima dimljenih pr§uta gumenost za biceps femoris se kretala od 14,59 do
23,56 N, sto je u skladu s vrijednostima za gumenost odredene u $panjolskom Serrano prsutu
(12,66-16,04 N) (Garcia-Esteban i sur., 2004) i u Toscano prsutu (14,40 N) (Laureati i sur.,
2014). U slovenskom Kraskom prSutu, Andronikov i sur. (2013) su odredili vrijednost
gumenosti prsuta u rasponu od 35 do 51 N, dok su Pugliese i sur. (2015) dobili vrijednost od
33,54 N. Laureati i sur. (2014) dobili su vrijednost za gumenost u Parma prsutu (2,99 N) i u

San Daniele (3,23 N) §to je puno manje od vrijednosti za gumenost odredene u ovom radu.
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U uzorcima semimembranosusa dobivena vrijednost za gumenost kretala se u rasponu 16,17-
41,98 N, §to je znatno nize od gumenosti (68-110 N) odredene u Kraskom prsutu
(Andronikov i sur., 2013). Takoder, u Kraskom prsutu, viSu vrijednost za gumenost su dobili i
Pugliese i sur. (2015) (70,91 N).

Izmjerena odgodena elasti¢nostu uzorcima biceps femorisa kretala se u rasponu (-2,30)-(-
2,52) mm, $to je znatno manje od vrijednosti za odgodenu elasti¢nosti (0,751 mm) odredene u
francuskom Bayonn prSutu (Harkouss i sur., 2015). Vrijednosti znatno vec¢e od odgodene
clasti¢nosti odredene u ovome istrazivanju dobili su i Pugliese i sur. (2015) u slovenskom
Kraskom prsutu (4,79 mm), Cilla i sur. (2006) u Spanjolskom Teruel prsutu (0,516 mm),
Garcia-Esteban i sur. (2004) u Spanjolskom Serrano prsutu (0,802-0,850 mm).

Odgodena elasti¢nost odredena u uzorcima semimembranosusa kretala se u rasponu (-2,34)-
(2,78) mm. Dobivene vrijednosti su znatno nize u usporedbi s odgodenom elasti¢nosti
odredene u Bayonn prsutu (0,663 mm) (Harkouss i sur., 2015), u Kraskom prsutu (4,68 mm)
(Puglies i sur., 2015), u $panjolskom Serrano prsutu (0,351-0,360 mm) (Morales i sur., 2007)
i u Spanjolskom Teruel prsutu (0,454 mm) (Cilla i sur., 2006).

U ispitivanim uzorcima dimljenih prSuta Zvakljivost za biceps femoris se kretala u rasponu
20,83-37,30 Nmm, §to je vise od dobivenih vrijednosti za zvakljivost koju su Laureati i sur.
(2014) izmjerili u Parma prsutu (1,44 Nmm), San Daniele (1,62 Nmm) te Toscano prSutu
(8,68 Nmm). Pugliese i sur. (2015) u Kraskom prsutu su odredili zvakljivost od 160,57 Nmm.

Izmjerena Zvakljivost u uzorcima semimembranosusa kretala se u rasponu 39,39-95,96 Nmm,
Sto je u skladu s vrijednostima koje su dobili Andronikov i sur. (2013) u slovenskom Kraskom
prsutu (68-110 Nmm). U Spanjolskom Teruel prsutu, Cilla i sur. (2006) su izmjerili manju
zvakljivost (17,8 Nmm), dok su Pugliese i sur. (2015) u Kraskom prSutu odredili vecu
zvakljivost od 334,25 Nmm.

U uzorcima biceps femorisa otpornost se kretala 0,42-0,48, dok je za semimembranosus bila
0,35-0,47. U slovenskom Kraskom prsutu su odredene nize vrijednosti. Za biceps femoris
izmjerena otpornost se kretala u rasponu 0,19-0,22, a za semimembranosus 0,15-0,18
(Andronikov i sur., 2013).
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U uzorcima biceps femorisa lom se kretao u vrijednosti 20,87-35,46 N, dok se vlaknastost
kretala 3,93-5,14 mm. Dok je za semimembranosus vrijednost loma bila u rasponu 21,31-
72,53 N, a vlaknastost 2,44-5,35 mm.

Kao §to je i ocekivano, uzorci semimembranosusa pokazali su ve¢u tvrdocu, adhezivnost,
lom, zvakljivost i gumenost, ali nizu kohezivnost i otpornost nego biceps femoris, §to je i u
skladu s ispitivanjem i dobivenim rezultatima teksture u slovenskom Kraskom prsutu
Andronikova i sur. (2013). Biceps femoris, kao unutarnji misi¢, manje je izlozen djelovanju
atmosfere u odnosu na semimebranosus koji je viSe isusen, pa samim time i ima vecu tvrdocu,
zvakljivost 1 gumenost. U vodi djeluju jake kohezivne sile jer je voda jako polarna molekula,
a biceps femoris sadrzi ve¢i udio vode u odnosu na semimembranosus te sukladno tome,

biceps femoris pokazuje visu kohezivnost.

Misic¢i biceps femoris i semimebranosus podvrgavaju se razli¢itim uvjetima tijekom procesa
proizvodnje dimljenog prSuta. Semimebranosus je vanjski misi¢ koji ima visok udio NaCl-a u
prvim fazama procesa i brzo smanjuje udio vode, dok je biceps femoris unutarnji misi¢ s
nizim udjelom NaCl-a tijekom prvih faza postupka i sa ve¢im udjelom vode tijekom procesa.
To podrazumijeva vecu aktivnost proteolize u biceps femoris misi¢u, $to utjeCe na teksturu.
Nasuprot tome, u semimebranosus misi¢u, manji udio vode se moze posti¢i na povrsini, $to

utjece na tvrdocu proizvoda (Morales i sur., 2007).

Velika tvrdoc¢a prsuta nastaje kao posljedica prekomjernog presanja i/ili isusenja. Preveliko

opterecenje butova tijekom preSanja umanjuje mekocu i socnost prsuta (Karolyi, 2009).
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4.3. TBATEST

Uzrok kvarenja mesa i mesnih proizvoda je lipidna oksidacija. Lipidna oksidacija odvija se na
masnim Kiselinama, posebice na polinezasi¢enim masnim kiselinama. Tada nastaju razni
produkti koji mijenjaju kvalitetu proizvoda (mijenja se boja, aroma, okus, tekstura, a cak i
nutritivna vrijednost). Primarni produkti autoksidacije su hidroperoksidi. Njihovom
rezgradnjom nastaju sekundarni produkti kao pentanal, heksanal, 4-hidroksinonenal i
malondialdehid (MDA). Test tiobarbiturne kiseline (TBARS test) se koristi za detekciju
oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina i masti. Ovisi o razvoju crvenog pigmenta koji nastaje
reakcijom TBA s MDA. Koncentracija MDA odredena je metodom po Lemon i sur. (1975) i

metodom po Bruna i sur. (2001).

Prema TBARS metodi po Bruni i sur. (2001), koncentracija MDA u uzorcima izraCunata je

pomocu kalibracijske krivulje prikazane na slici 12.
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Slika 12. Kalibracijska krivulja za odredivanje stupnja oksidacije masti TBARS metodom po
Bruna i sur. (2001)

36



Prema TBARS metodi po Lemonu (1975), koncentracija MDA u uzorcima izracunata je na

temelju bazdarnog pravca prikazanog na slici 13.
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Slika 13. Kalibracijska krivulja za odredivanje stupnja oksidacije masti TBARS metodom po
Lemonu (1975)

Tablica 5. Rezultati odredivanja stupnja oksidacije masti TBARS metodom po Bruna i sur.

(2001) u uzorcima dimljenog priuta u dva razli¢ita misica

* Razlicita slova (a, b) u istome stupcu znace statisticki znac¢ajnu razliku (P< 0,05).

mg MDA/kg uzorka Biceps femoris Semimebranosus | p-vrijednost
Proizvodag 1 0,48 + 0,02° 0,53 + 0,02° 0,185
Proizvodac¢ 2 0,43 + 0,02 0,50 + 0,03 0,090
Proizvodac 3 0,31 £+ 0,01° 0,35 = 0,01° 0,093
p-vrijednost 0,000 0,005
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Tablica 6. Rezultati odredivanja stupnja oksidacije masti TBARS metodom po Lemonu

(1975) u uzorcima dimljenog prsuta u dva razli¢ita misic¢a

mg MDA/kg uzorka Biceps femoris Semimebranosus | p-vrijednost
Proizvodag 1 0,30 + 0,03 0,39 + 0,04 0,085
Proizvoda¢ 2 0,32 + 0,00°* 0,37 + 0,025 0,018
Proizvodac 3 0,19 + 0,012 0,25 + 0,01% 0,003
p-vrijednost 0,001 0,004

* Razliéita slova (a, b) u istome stupcu znade statisti¢ki znacajnu razliku (P< 0,05).

** Razlidita slova (A, B) u istome retku znace statisti¢ki zna¢ajnu razliku (P< 0,05).

Vrijednosti dobivene odredivanjem stupnja oksidacije masti TBARS metodom po Bruna i sur.
(2001) prikazane u tablici 5. pokazuju statisticki znacajnu razliku (P<0,05) u uzorcima
dimljenog Dalmatinskog prsuta izmedu razli¢itih proizvodaca. Statisticki nije postojala
razlika (P >0,05) izmedu misic¢a biceps femoris i semimembranosus. Vrijednosti za biceps
femoris dobivene mjerenjem stupanja oksidacije lipida iznosile su 0,31-0,48 mg MDA/kg

uzorka, dok su za semimembranosus kretale se u rasponu 0,35-0,53 mg MDA/ kg uzorka.

Nize vrijednosti (prikazane u tablici 6.) su odredene TBARS metodom po Lemonu (1975) u
usporedbi s vrijednostima dobivenim odredivanjem stupnja oksidacije masti TBARS
metodom po Bruni i suradnicima (2001). Statisticki je postojala razlika (P<0,05) u uzorcima
izmedu proizvodaca te izmedu misica biceps femoris i semimembranosus kod proizvodaca 2 i
3. Vrijednosti za biceps femoris dobivene mjerenjem stupanja oksidacije lipida iznosile su
0,19-0,32 mg MDA/kg uzorka, dok su za semimembranosus kretale se u rasponu 0,25-0,39
mg MDAV/kg uzorka.

U istrazivanju dalmatinskoga prsuta, Marusi¢ Radov¢ic¢ 1 sur. (2016), su dobili vrijednosti 0,2-
0,8mg MDA/kg uzorka za biceps femoris $to je u skladu s vrijednostima dobivenim u ovome
radu u obje TBARS metode. Marusi¢ i sur. (2011), su dobili vrijednosti 0,42- 0,44 mg
MDA/kg uzorka za biceps femoris pri istrazivanju Istarskog prSuta, Sto se podudara s
rezultatima ovoga istrazivanja za TBARS metodu po Bruni i sur (2001), dok su prema

Lemonu (1975) te vrijednosti malo vise.
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Dobivene vrijednosti za oksidaciju masti u Iberijskom prSutu iznosile su 0,38 — 0,48 mg
MDA/Kg uzorka (Andrés i sur., 2004) sto je u skladu s vrijednostima dobivenim u TBARS
metodi po Bruni i sur. (2001), dok su te vrijednosti vise u usporedbi s metodom po Lemonu
(1975). Fuentes i sur. (2014) su dobili vrijednost 0,34 mg MDA/kg uzorka za biceps femoris

Sto je opet u skladu s vrijednostima dobivenim u ovome radu u obje TBARS metode.

Keska i sur. (2016), u istrazivanju poljskog prSuta u uzorcima semimembranosus, su dobili
TBA vrijednost 0,19 mg MDA/kg uzorka, $to je znatno niZze od vrijednosti dobivenih u

ovome istrazivanju u obje TBARS metode.

Istarski prSut je imao nesto viSu koncentraciju MDA zbog proizvodnje prSuta bez koze i
potkoZznog masnog tkiva pa je tako veci dio povrSine buta izloZzen djelovanju kisika i svjetla te
je bila nesto veca oksidacija masti za razliku od dalmatinskog kojem je biceps femoris ipak
bio zasti¢en od djelovanja kisika i svjetla jer je miSi¢ bio zasticen sa kozom i potkoznim
masnim tkivom, dok semimembanosus se nalazi u blizini povrSine te je viSe izloZen
djelovanju atmosfere. To je ujedino i razlog vete TBA vrijednosti u uzorcima
semimembanosusa u odnosu na uzorke biceps femorisa.

Dio MDA nastaje procesom oksidacije, no valja istaknuti da nastaje i raspadom lipidnih
peroksida dodatkom kiseline 1 zagrijavanjem  tijekom samog postupka odredivanja

koncentracije MDA (Guillén-Sans i Guzman-Chozas, 1998).

Prema dobivenim rezultatima, usporeduju¢i obje TBARS metode mozemo zakljuditi da su
metodom po Bruna i sur. (2001) zabiljeZene vece vrijednosti za TBARS test od metode po
Lemonu (1975) te su se te dobivene vrijednosti poklapale s drugim TBA vrijednostima
dobivenima u drugim istraZivanjima, u znanstvenim radovima, $to znaci da je metoda po

Bruna i sur. (2001) preciznija za odredivanje stupnja oksidacije masti u prSutima.
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4.4. KARBONILI

Metoda DNPH je rutinski postupak koji omogucuje kvantifikaciju ukupne koli¢ine karbonila
iz uzorka proteina (Estevez i sur., 2008).

Najcesce koristena metoda koristi 2,4-dinitrofenilhidrazin, koji u reakciji s karbonilnom
skupinom daje stabilni 2,4-dinitrofenil hidrazon. Ta skupina apsorbira ultraljubicastu
svijetlost, tako da se ukupni karbonilni udio proteina moze odrediti spektrofotometrijom
(Dalle-Donne i sur., 2003).

Sadrzaj karbonila odreden je spektrofotometrijski na 370 nm (& = 21.0 mM™cm™), a sadrzaj

proteina procijenjen mjerenjem apsorbancije uzorka na 280 nm.

Koncentracija proteina u svakom uzorku izraCunata je na temelju baZzdarnog pravca

dobivenog mjerenjem apsorbancije niza razrjedenja BSA (od 0,5 mg/mL do 2 mg/mL).

Bazdardnom pravcu BSA pridruzena je odgovaraju¢a jednadZba pravca te je izraCunat i

koeficijent determinacije (R?) iznosi 0,985 (slika 14).

2
y =0.7613x + 0.0889
2 —
15 R2 =0.9851
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N
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Slika 14. Bazdarni pravac BSA
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Koncentracija karbonila odredena je prema formuli, a rezultati su izrazeni kao nmol karbonila
po mg proteina korisStenjem adsorpcijskog koeficijenta za proteinske hidrazone §=21.0 mM"

lem™.

18
16

=
o
|

u Biceps femoris
= Semimembranosus

nmol karbonila/mg proteina

o N b~ OO
!

1 2 3
Proizvodaé

Slika 15. Graficki prikaz koncentracije karbonila odredenih DNPH metodom u uzorcima

dimljenog prsuta u dva razli¢ita misica

Koncentracija karbonila u biceps femorisu kretala se u rasponu od 10,57-16,84 nmol
karbonila/mg proteina, dok je u uzorcima semimebranosusa bila u rasponu od 9,31-16,47
nmol karbonila/mg proteina (slika 15). Prema dobivenim vrijednostima, nema statisticki
znacajne razlike (P > 0,05) u stupnju oksidacije proteina izmedu misi¢a biceps femoris i

semimebranosus.

U istrazivanju Wanga i sur. (2011) na kineskom Xuanwei prsutu, koncentracija karbonila u
semimebranosusu bila je 1,57 nmol karbonila/mg proteina, a u biceps femorisu 0,94 nmol
karbonila/mg proteina, $to je znatno manje od koncentracije karbonila odredenih u ovom
radu.

Koncentracija karbonila u semimebranosusu je znatno veéa od koncentracije karbonila u

biceps femorisu zato $to je semimebranosus blizi povrsini i viSe je izloZen djelovanju kisika.
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U istrazivanju koje su proveli Cava i sur. (2009) na Spanjolskom Iberijskom prsutu,u
uzorcima biceps femoris, koncentracija karbonila se kretala u rasponu 6,8-10,9 nmol
karbonila/mg proteina $to je znatno manje od koncentracije karbonila dobivenog u ovom radu.
Sli¢ne rezultate su dobili i Ventanas i sur. (2007) u svome istrazivanju Iberijskoga prsuta, gdje
se koncentracija karbonila u biceps femorisu kretala u rasponu 6,84-8,87 nmol karbonila/mg
proteina.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i postignutih rezultata te provedene rasprave mogu se
izvesti sljedeci zakljucci:

1. Boja je odredena L*, a* i b* vrijednostima te su one u svim ispitivanim uzorcima
dimljenih dalmatinskih prsutabile veée u biceps femorisu nego u semimebranosusu.
Biceps femoris je unutarnji misi¢ te je manje izlozen djelovanju atmosfere, prekriven
je kozom 1 potkoznim masnim tkivom te ima ve¢i udio vode u odnosu na vanjski
misi¢, semimebranosus koji je podlozan povrsinskoj dehidrataciji.

2. Rezultati odredivanja parametara teksture TPA metodom u uzorcima Dalmatinskog
prsuta, u semimebranosusu pokazali su ve¢u tvrdoc¢u, adhezivnost, lom, zvakljivost i
gumenost, ali nizu kohezivnost i otpornost nego biceps femoris.

3. Uzorci biceps femorisa pokazali su manji stupanj oksidacije masti u odnosu na
semimebranosus zbog toga $to je semimebranosus vanjski misi¢ i viSe je izloZen
djelovanju kisika od unutarnjeg miSica biceps femorisa. Kao rezultat toga,
semimebranosus je pokazao ve¢e TBARS vrijednosti od biceps femorisa.

4. Pomoc¢u DNPH metode odredene su koncentracije karbonila u misi¢ima biceps
femorisu i semimebranosusu te prema dobivenim vrijednostima nema statisticki
znacajne razlike (P > 0,05) u stupnju oksidacije proteina. Koncentracija karbonila u
biceps femorisu kretala se u rasponu 10,57-16,84 nmol karbonila/mg proteina, dok je u

uzorcima semimebranosusa bila u rasponu 9,31-16,47 nmol karbonila/ mg proteina.
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