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1. UvOD

Prsut je trajni suhomesnati proizvod dobiven od svinjskog buta te jedan od najcjenjenijih i
najkvalitetnijih proizvoda od mesa. Proizvodnja prSuta tradicionalno se veze uz mediteranske
zemlje; Spanjolsku, Italiju, Francusku, Portugal i Hrvatsku, u kojima prevladavaju pogodni
klimatski uvjeti za prirodno suSenje i zrenje prsuta. Proces prerade svinjskog buta najvecim se
dijelom zasniva na iskustvu i tradiciji, koju su proizvodaci prenosili generacijama.
Proizvodnja se sastoji od slijede¢ih faza: obrada buta, soljenje (samo morska sol), preSanje,
dimljenje, susenje i zrenje. U posljednje vrijeme ovaj proces je znatno unaprijeden ¢emu su
pridonijeli rezultati znanstvenih istrazivanja koja su pojasnila razne biokemijske procese u

mesu, bitne za stvaranje karakteristi¢kih senzorskih svojstava prsuta.

Proteini, kao glavna komponenta misi¢a, imaju vaznu ulogu u proizvodnim, senzorskim i
nutiritivnim  karakteristikama gotovih mesnih proizvoda. Proteoliza obuhvaéa niz
biokemijskih reakcija u tkivima prSuta, koje sudjeluju u stvaranju karakteristicne arome,
okusa i1 mirisa tijekom procesa prerade te izravno sudjeluje u formiranju konzistencije prSuta
temeljem razgradnje miofibrilarnih proteina koji grade mi$i¢nu strukturu (Toldrd, 2002).
Nastale slobodne aminokiseline sudjeluju kao supstrat u daljnjim reakcijama, koje doprinose
formiranju konac¢ne arome 1 okusa prSuta. Takoder, utjeu na promjenu teksture misic¢a Sto
rezultira omekSavanjem i veCom socnosti mesa. Proteoliza je jedan od najvaznijih ¢imbenika

kvalitete kona¢nog proizvoda, a njen intenzitet moze se kvantificirati kroz indeks proteolize.

Uz proteolizu, proteini mesa podljezu i reakcijama oksidacije. Rezultat oksidacije proteina je
karbonilacija tj. ireverzibilna modifikacija proteina koja dovodi do nastanka proteinskih
karbonila, aldehida i ketona (Estévez i Heinonen, 2010). Oksidacija uzrokuje fizikalno-
kemijske promjene u proteinima, ukljucujuéi razgradnju aminokiselina, smanjenje topljivosti
zbog polimerizacije proteina, gubitak enzimske aktivnosti i narusenu probavljivost proteina
(Xiong, 2000).

Najistrazivaniji mi$i¢i prSuta u znanstvenoj literaturi su semimembranosus (SM) i biceps
femoris (BF). Semimembranosus, kao vanjski mi$i¢, u direktnom je kontaktu sa soli i
atmosferskim utjecajima. Time je podlozan brzoj dehidrataciji Sto naposljetku rezultira ve¢im
sadrzajem soli i manje vode. Biceps femoris je unutarnji misi¢, pokriven kozom i potkoznim
masnim tkivom te sadrzi nizi udio soli, ali vi$i udio vode (Bermudez i sur., 2014). Anatomski

1



polozaj i funkcija miSi¢a imaju utjecaj na tijek I intenzitet proteolize, zbog razlicite kinetike
raspodjele soli i vode u misi¢ima (Harkouss i sur., 2015). SM zbog vec¢e dehidracije tijekom
susenja i zrenja rezultira nizom enzimskom aktivnosti (Parrefio i sur., 1994), ali postize ve¢u
tvrdocu (Karolyi, 2009).

Provedena su mnoga istrazivanja sa svrhom odredivanja utjecaja anatomske lokacije misi¢a
na intenzitet proteolize, oksidaciju proteina i parametre teksture u razli¢itim vrstama prSuta:
francuski Bayonne (Therone i sur., 2011; Harkouss i sur., 2015), talijanski Parma, San
Daniele i Toscano (Lauerati 1 sur., 2013; Koutina i sur., 2012), Spanjolski Iberijski (Cava i
sur., 2009) i Serrano (Riuz Ramirez i sur., 2006), slovenski Kraski (Pugliese i sur., 2015) te

hrvatski Dalmatinski (Marusi¢ Radov¢ié i sur., 2019).

Cilj ovog rada bio je odrediti stupanj proteolize i oksidacije proteina te promjenu teksture
nakon zrenja od 12 mjeseci na uzorcima Dalmatinskog prSuta na misi¢ima biceps femoris

(BF) i semimembranosus (SM).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PRSUT

Prvi pisani podaci o nacinu susSenja svinjskog mesa potjeCu iz ranog rimskog doba, tadasnje
Norcie u sredi$njoj Italiji. Izraz “prosciutto” etimoloSki potjece od latinskog “prae exuctus”
Sto znaéi prosusen, jako suh. U puckom jeziku prelazi iz “perexuctus” preko “presciutto”, koji
u toskanskom dijalektu prelazi u “prosciuto”. Izraz se odnosi na usoljeni, zaCinjeni i osuseni

zreli svinjski but, koji se konzumira tanko narezan (Krvavica i Bugum, 2006).

Prsut pripada kategoriji trajnih suhomesnatih proizvoda. To su toplinski neobradeni proizvodi
od svinjskog mesa sa ili bez pripadajucih kosti, potkoZznog masnog tkiva i koze, s dodanim
drugim sastojcima. Osim prSuta, trajni suhomesnati proizvodi od svinjskog mesa obuhvacaju

suhu Sunku, suhu lopaticu, suhu vratinu ili budolu, suhu pecenicu, suhu slaninu i pancetu

(Pravilnik, 2018).

Prsut je trajni suhomesnati proizvod od svinjskog buta s kostima, sa ili bez koze i potkoznog
masnog tkiva, sa ili bez nogice, bez repa, sa ili bez zdjeli¢nih kostiju. Proizvodi se postupkom
suhog soljenja ili salamurenja, uz moguénost dodatka drugih zacina ili za€inskog bilja, nakon

Cega slijede procesi suSenja i zrenja, sa ili bez provedbe postupka dimljenja (Pravinik, 2018).

Proizvodnja priuta tradicionalno je vezana za mediteranske zemlje poput Italije, Spanjolske,
Francuske i Hrvatske zbog posebne klime koja pogoduje prirodnom suSenju i zrenju prsuta.
Najpoznatije talijanske vrste pruta su Prosciutto di Parma, Prosciutto Toscano i Prosciutto di
San Daniele. U Spanjolskoj su to Serrano priut, iberijski Guijuelo i Teruel priut, a u
Francuskoj Jambon de Bayonne i Corsican prsut. U predjelima Dalmacije i Istre, prsut se
isprva proizvodio isklju¢ivo u seoskim domacinstvima, uglavnom za vlastite potrebe, a dobar
prsut je odavnina bio ponos svakog seljaka. Prepoznavanjem kvalitete i specifi¢nosti razli¢itih
vrsta prSuta pocela se razvijati industrijska prozvodnja. Razli¢itih ¢imbenici poput pasmine,
ishrane svinja te klimatskih uvjeta, kvalitete buta i tehnologije prerade, rezultirali su pojavom
velikog broja razlicitih vrsta prsuta (Krvavica i Pugum, 2006). Najpoznatije hrvatske vrste
prsuta su Drniski, Dalmatinski, Istarski i Kréki prsut. Istrski prsut nositelj je Zasticene oznake

izvornosti (ZOI) dok su Drniski, Dalmatinski 1 Krcki nositelji Zasti¢ene oznake zemljopisnog



porijekla (ZOZP) na EU i nacionalnoj razini. Hrvatski prSuti kvalitetom mogu konkuritati

najboljim svjetskim prSutima.

2.2 DALMATINSKI PRSUT

,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 (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).

,Dalmatinski pr§ut” smije se proizvoditi od svjezih butova s kosti dobivenih od svinja koje su
potomci komercijalnih mesnatih pasmina, krizanaca ili linijja. Ne smije sadrzavati nikakve
dodatke (nitrite, nitrate, kalijev sorbat, askorbinsku i propionsku kiselinu) osim morske soli.
Proizvodnja ,,Dalmatinskog prsuta“ smije se odvijati isklju¢ivo unutar administrativnih
granica navedenih Zzupanija: Li¢ko-senjska, Zadarska, Sibensko-kninska, Splitsko-dalmatinska
i Dubrovacko-neretvanska. Gotov proizvod odlikuje se osebujnom aromom, blagim slanim

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

Obrada

buta
— - —

Soljenje

T
L1

Presanje

Slika 1. Tehnoloski postupak proizvodnje Dalmatinskog prsuta (Kos i sur., 2015)



2.2.1 Tehnoloski postupak proizvodnje Dalmatinskog prSuta

Glavne faze proizvodnje dimljenog Dalmatinskog prSuta prikazane su na slici 1.

1. Odabir sirovine i obrada buta

Proizvodnja ,,Dalmatinskog prSuta®“ zapocinje izborom kvalitetnih butova odgovaraju¢ih
karakteristika. Osteceni butovi ili oni koji imaju vidljivu mani u kvaliteti mesa ili koze se
odstranjuju iz daljnje prerade. 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 zdjeli¢ne kosti, odnosno bo¢na kost (0s ilium), sjedna kost (os ishii), preponska kost
(os pubis) i krizna kost (0s sacrum), a moraju biti odstranjeni i repni kraljesci (v. caudales).
But mora biti odvojen od zdjelice u bo¢nom zglobu (articulus coxae). Masa obradenog buta
iznosi najmanje 11 kg. Tijekom skladisStenja i transporta butovi se ¢uvaju na temperaturi od 1
do 4 °C, a zamrzavanje butova nije dozvoljeno. Vrijeme izmedu klanja svinja i pocetka
soljenja buta ne smije biti krace od 24 ni dulje od 96 sati. Meso buta mora biti crvenkasto-

ruzicaste boje, kompaktne strukture i suhe povrsine (Kos i sur., 2015).

2. Soljenje svinjskog buta

Prije soljenja istiskuje se zaostala krv iz cijelog buta. Soljenje prSuta provodi se pri
temperaturi od 2 do 6 °C i relativnoj vlazi zraka visoj od 80 %. Tijekom soljenja potrebno je
odrzavati nisku temperaturu, jer u protivnom moze do¢i do nepovratnog smrdljivog zrenja.
Ovo predstavlja najkriti¢niju faza u tehnoloskom procesu proizvodnje priuta. Za kvalitetu
gotovog proizvoda vazno je brzo i ravhomjerno penetriranje soli u misi¢je buta. Koristiti se
moze isklju¢ivo morska sol i ne smiju se upotrebljavati zacini i konzervansi. Obradeni butovi
se natrljaju po cijeloj povrSini sa suhom soli te se ostave lezati s medijalnom stranom
okrenutom prema gore. Nakon 7 do 10 dana potrebno je butove ponovno natrljati sa soli i

poloziti idu¢ih 7 do 10 dana s medijalnom stranom okrenutom prema dolje (Kos i sur., 2015).

Koristenje soli u prSutu snizava aktivitet vode (aw) i time poti¢e inhibiciju razvoja
mikroorganizama. Sol uzrokuje o$tecenje enzima i drugih struktura bakterijskih stanica
odgovornih za metabolicke procese (Dikeman 1 Devine, 2004), a takoder doprinosi povecanju
osmotskog tlaka (w) na stanicnim membranama mikroorganizama S$to posljedicno moze

dovesti do plazmolize.



Osim konzerviraju¢eg djelovanja, soljenje je bitno za poboljSanje organoleptickih svojstava
mesnih proizvoda. Sol doprinosi kemijskim i biokemijskim reakcijama, poput poteolize,

lipolize i oksidacije, koje sudjeluju u stvaranju tipi¢ne teksute i okusa prsuta (Lorenzo, 2014).

3. Presanje butova

Presanjem butova osigurava se pravilno oblikovanje prSuta. Butovi se preSaju tako da se sloze
u redove izmedu ploca i opterete. Faza presanja traje od 7 do 10 dana, nakon ¢ega se butovi
ispiru ¢istom vodom i cijede. Temperatura u fazi presanja iznosi 2 do 6 °C, a relativna vlaga
zraka mora biti visa od 80 % (Kos i sur., 2015).

4. Dimljenje i susSenje prSuta

Pravilno soljeni butovi, isprani i ocijedeni vezu se S$pagom ili se vjeSaju na kuku od
nehrdajuéeg Celika iznad petne kvrge. Prije dimljenja potrebno je ujednaciti temperaturu buta
s temperaturom komore u kojoj se dimljenje provodi. Komora mora imati otvore za zrak
zaSti¢ene mrezicom, kako kukci ili druge StetoCine ne bi mogle u¢i. U komori se odvija
hladno dimljenje uporabom dima dobivenog izgaranjem tvrdog drva ili piljevine bukve
(Fagus sp.), hrasta (Quercus sp.) ili graba (Carpinus sp.). Porastom temperature dimljenja
moze do¢i do denaturacije bjelancevina u povrSinskom sloju prSuta, §to moze stvoriti
prepreku slobodnom izlasku vode iz unutarnje muskulature buta, a time i kvarenje prsuta (Kos

i sur., 2015). Dimljenje i susenje priuta traje do najvise 45 dana.

Konzervirajuée djelovanje dimljenja zasniva se na antioksidativnom djelovanju dima koje je
posljedica aktivnosti fenola i njihova vezanja za slobodne radikale te baktericidnom i
fungicidnom djelovanju. Za to su odgovorni formaldehidi, smole, masne Kkiseline,
ugljikovodici, amonijak, octena i mravlja kiselina, alkoholi i drugi. Uloga dimljenja je od
posebnog znacaja za dobivanje specificnog, ugodnog mirisa i okusa mesa po dimu te

zlatnosmede do smede boje prsuta (Kovacevié¢, 2017).

Susenje znacajno mijenja senzorska svojstva, prvenstveno zbog gubitka odredenih hlapljivih
spojeva arome koji otparavaju zajedno s vodenom parom te koncentriranja u vodi otopljenih
tvari odgovornih za okus i miris proizvoda. Prosje¢ni gubitak vode, odnosno proizvodni kalo
prsuta iznosi 30 do 40 %. Smanjenjem aktiviteta vode stvaraju se nepovoljni uvjeti za razvitak
patogenih mikroorganizama te mikroorganizama uzro¢nika kvarenja i u sinergiji s ostalim

metodama konzerviranja, povecava se trajnost proizvoda (Kovacevi¢, 2017). Susenjem se
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smanjuje masa i volumen prsuta, $to olak$ava daljnje rukovanje pri skladiStenju i transportu

gotovog proizvoda.
5. Zrenje prsuta

Nakon dimljenja i susenja prsuti se premjestaju na zrenje u zamracene prostorije sa stabilnom
mikroklimom i s otvorima za izmjenu zraka zasSti¢ene od ulaska kukaca i ostalih nametika. Za
vrijeme trajanja zrenja temperatura ne prelazi 20 °C, a relativna vlaga zraka odrzava se ispod
90 %. Pravilnom temperaturom i vlagom osigurava se ravhomjeran gubitak vode i pravilno
zrenje priuta. Zrenje predstavlja proteoliticku i lipoliti¢ku razgradnju misi¢nog i masnog tkiva
kataliziranu endogenim enzima (Kos i sur., 2015). Nakon godinu dana od dana pocetka

soljenja prsut je zreo 1 spreman za konzumaciju.

Slika 2. Dalmatinski pr§ut (Anonymous 1, 2020)

Proizvod dobiva oznaku zemljopisnog podrijetla ,,Dalmatinski prsut™ nakon $to certifikacijsko
tijelo utvrdi sukladnost proizvoda sa specifikacijom. Sve opisane faze proizvodnje moraju se
odvijati u propisanom zemljopisnom podrucju i proizvod treba imati sva specifikacijom
propisana fizikalno-kemijska i senzorska svojstva. Zajednicki znak Dalmatinskog prSuta je
ovalnog oblika unutar kojeg se nalaze tri lavlje glave, a na gornjem vanjskom obodu pise
,,Dalmatinski prsut“. Znak se nanosi nakon zrenja kao vruéi zig na kozu prsuta (Kos i sur.,
2015). Proizvod se na trziste moze stavit kao cijeli prsut ili u komadima. Na slici 2. prikazan

je uobicajeni izgled Dalmatinskog prsuta.



2.3. PROTEOLIZA

Proteoliza izravno sudjeluje u formiranju konzistencije prsuta razgradnjom miofibrilarnih
proteina koji grade misSi¢nu strukturu. Proteolizom nastaju peptidi i slobodne aminokiseline
koje sudjeluju kao supstrat u daljnjim reakcijama i doprinose formiranju kona¢ne arome i
okusa prsuta. Tijek proteolize u prsutu razlikuje se ovisno o vrsti pruta, koli¢ine endogenih
proteolitickih enzima i uvjeta prerade, dok se duljim trajanjem zrenja postizu izrazenija
senzorska svojstva.

Proteolizu Kataliziraju endogeni proteoliticki enzimi U tri stupnja, a intenzitet raste s
produljenjem zrenja. Aktivnost mikrobnih enzima unutar prSuta je beznacajna (Molina i
Toldra, 1992). Na proteoliticku aktivnost enzima djeluju temperatura, pH, aw i koncentracija
soli. Proteoliti¢ki enzimi, katepsini i Kalpaini, oslobadaju se postmortalno razgradnjom
membrana stanice, npr. lisosoma ili sarkomere, ¢emu doprinosi niza pH vrijednost (Toldra,
2002). Proteoliza je primarno proces hidrolize miofibrilarnih proteina koji intenzivno
zapocinje zavrSetkom postmortalne glikolize pri najve¢im koncentracijama mlijecne kiseline,

odnosno najnizim pH vrijednostima (Kovacevi¢, 2017). Tijek proteolize prikazan je na slici 3.

MISICNI PROTEINI

ﬂ Katepsini 1 kalpaini

POLIPEPTIDI
ﬂ peptidaze
PEPTIDI
NEHLAPIVI SPOJEVI HLAPIVI SPOJEVI AROME

aminopeptidaze

E’ SLOBODNE AMINOKISELINE

Slika 3. Proteoliza u misi¢ima post-mortem (Toldra, 2002)




MiSi¢ne proteaze Su proteoliticki enzimi koji razgraduju misi¢no tkivo postmortem, a
podijeljene su na endopeptidaze (proteinaze) i egzopeptidaze. Stvaranje proteinskih ostataka i
oligopeptida, rezultat je hidrolize, odnosno razgradnje strukture Z-membrane i proteina

(troponin T, dezmin, nebulin i titin) te sarkoplazmatskih proteina (Toldra, 2002).

Najvaznije miSi¢ne proteinaze su katepsini i kalpaini. Kalpaini 1 i Il su cisteinske
endopeptidaze aktivne pri neutralnom pH, a aktivnost gube nakon 10 do 14 dana postmortem
ili nakon faze soljenja (Rosell i Toldra, 1996). Pretpostavka je da proteoliza zapoéinje
djelovanjem kalpaina, koji razlazu Z-membranu i regulatorne proteine, a zatim s padom pH
mesa dolazi do inaktivacije kalpaina i oslobadanja katepsina koji su sposobni za razgradnju
miofibrilarnih proteina (Toldrd, 2002). Proteinaze hidroliziranjem miofibrilarnih proteina i
stvaranjem proteinskih ostataka i polipeptida, sudjeluju u postmortalnom omekSavanju
misi¢nog tkiva (Dransfield, 1994). Hidroliza miofibrilarnih proteina intenzivnija je od

hidrolize sarkoplazmatskih proteina.

Katepsini pripadaju grupi cisteinskih proteinaza, aktivnih u uvjetima niske pH vrijednosti.
Katepsin L, a osobito katepsin B, najvazniji su enzimi Kkoji uzrokuju proteolizu tijekom
procesa prerade prSuta (Toldré i sur., 1993). Katepsin D moze biti vazan za proteolizu u prvim
fazama procesa prerade prsuta, gdje je aktivan zahvaljujuéi niskoj koncentraciji soli i visokoj
aktivnosti vode. Djelovanje kalpaina i katepsina u pocetnim fazama prerade vezano je s
fragmentacijom miofibrila kroz Z-membranu, hidrolizom dezmina, titina i nebulina i pojavom
dva polipeptida molekulske mase 95.000 i 30.000 (Zhang i sur., 2013). Rezultat toga je

intenzivna proteinska razgradnja i porast mekoce mesa.

Intenzivno stvaranje slobodnih aminokiselina djelovanjem egzopeptidaza (aminopeptidaza,
dipeptidaza 1 karboksipeptidaza) rezultira nastankom specificnog okusa 1 mirisa.
Aminopeptidaze su enzimi koji hidroliziraju peptidne veze u blizini amino krajeva proteina i
polipeptida. Dipeptidil-peptidaze (DPP) i tripeptidil-peptidaze (TPP) sudjeluju u stvaranju
dipeptida i tripeptida od proteinskih i polipeptidnih amino ostataka, a optimalnu aktivnost
postizu u kiseloj sredini. Ova grupa enzima zadrzava aktivnost i 15 mjeseci nakon prerade
prsuta (Sentandreu i Toldra, 2001). Karboksipeptidaza A (katepsin A) i karboksipeptidaza B
(katepsin B2), smjestene na lizozomima, kataliziraju hidrolizu peptidnih veza dipeptidnih i

tripeptidnih amino ostataka (Toldra, 2002).

Koncentracija slobodnih aminokiselina povecava se produljenjem zrenja, a ponajviSe nastaje

glutaminska i aspartatska kiselina, alanin, leucin, lizin, valin te male koli¢ine amina i
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amonijaka dezaminacijom i dekarboksilacijom slobodnih aminokiselina (Kovacevi¢, 2017).
Mali peptidi, koji nastaju kao rezultat djelovanja tri- i dipeptidilpeptidaza, stvaraju se sve do
kraja prerade prsuta. Nekad se kao rezultat pojacane proteolize pojavljuje pojac¢ana produkcija
peptida, koji uzrokuju stvaranje bijelog filma na reznoj povrSini prSuta (Toldra, 2002) ili

formiranje vidljivih bijelih kristala tirozina unutar misi¢nog tkiva prsuta.

Prekomjerna proteoliza u prSutu vezana je s genetskom osnovom, hranidbom i dobi svinja.
Veliki porast koncentracije slobodnih aminokiselina u prSutu povezana je s aktivnoScu
mi$i¢nih aminopeptidaza u neutralnom pH (Toldrd i sur., 1992). Rezultat prekomjerne
proteolize je poviSena koncentracija peptida i slobodnih aminokiselina, §to moze uzrokovati

neprijatan okus prsuta i meksu konzistenciju.

Uloga proteolize u tehnologiji proizvodnje prsuta (Toldra, 2002):
» povetanje pH vrijednost kao posljedica povecanja koncentracije slobodnih
aminokiselina
» promjena okus stvaranjem malih peptida i slobodnih aminokiselina
» utjecaj na miris daljnjom razgradnjom slobodnih aminokiselina i njihovih razgradnih

produkata (Mallardove i reakcije Streckerove razgradnje).

Slobodne aminokiseline mogu biti prekursori za sintezu nekih hlapljivih spojeva koji nastaju
Mallardovim i Streckerovim reakcijama te imaju znacajan utjecaj na oblikovanje specifi¢nog
mirisa tijekom produzenog zrenja (Toldra, 2002). Sto proces zrenja traje dulje, rezultira
vecom razgradnjom proteina i nastankom velikog broja malih peptida i slobodnih

aminokiselina. Slobodne aminokiseline i biogeni amini direktno utjecu na okus (Burka i sur.,
2013).

2.3.1. Cimbenici koji utje¢u na proteolizu

Anatomski polozaj i funkcija misica imaju velik utjecaj na tijek proteolize tijekom
procesiranja, zbog razliCite kinetike raspodjele soli i vode u misi¢ima (Harkouss i sur., 2015).
Misi¢ semimembranosus (SM) i biceps femoris (BF) smjesSteni su blizu povrsine buta, ali je
kod vecine tipova prSuta BF pokriven kozom i potkoznim masnim tkivom, nasuprot SM, koji

se nalazi na otvorenoj povrsini buta. Stoga je semimembranosus vise izlozen soli tijekom prve
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faze soljenja 1 vecoj dehidraciji tijekom suSenja i zrenja Sto rezultira nizom enzimskom

aktivnosti (Parrefio i sur., 1994).

Brzina zrenja mesa povecava se povisenjem temperature. Zrenje misi¢a biceps femoris na 30
°C povecava intenzitet proteolize u odnosu na prsute kod kojih se zrenje provodi pri
temperaturi od 5 °C (Ruiz-Ramirez i sur., 2006). Visa temperatura tijekom zrenja potice
formiranje spojeva ne-proteinskog dusika i utjee na tijek proteolize. Enzimska aktivnost
povecava se tijekom procesa dimljenja i suSenja kada se temperature kre¢u u rasponu od 20

do 25 °C (Kovacevi¢, 2017).

Soljeno 1 suSeno meso zbog inhibicijskog ucinka soli i sniZzenog aktiviteta vode zrije vrlo
polako. Aktivitet vode znacajan je za kontrolu enzimske aktivnosti, osobito u drugom dijelu i
na kraju prerade prSuta kada je aw smanjen na vrijednosti ispod 0,90 (Toldra, 2002), dok
visok aktivitet vode povecava proteoliticku aktvnost. Najizrazenije proteoliticke promjene,
dogadaju se u fazi produzenog zrenja i kod prsuta niske koncentracije soli (Toldra i Flores,
1998). Produljenjem procesa produzava se i djelovanje enzima, odnosno javlja se intenzivnija

proteoliza i lipoliza.

Prema Calkins i Hodgen (2007) sklonost prekomjernoj proteolizi pokazuju:

a) butovi s niskom vrijednosti pH; brza postmortalna dezintegracija membrana i oslobadanje
enzima te smanjenje sposobnosti veznja vode Sto uvjetuje poveéanje proizvodnog kala
tijekom soljenja i proporcionalno povecanje masenog udjela NaCl-a.

b) butovi koji sadrZe vise intramuskularne masti ¢ime se smanjuje difuzija 1 sadrzaj NaCl-a.

Tijek i1 stupanj proteolize, te profil i koli¢ina nastalih produkata imaju presudan u¢inak na
kona¢nu kvalitetu prSuta. Osim $to proteoliza i lipoliza imaju klju¢nu ulogu u formiranju
specificnih  senzorskih svojstava prSuta, njihovim odvijanjem nastaju spojevi S
konzerviraju¢im djelovanjem (npr. alkoholi, terpeni, karboksilne kiseline i dr.) (Dransfield,
1994). Proteoliza je jedan od najvaznijih ¢imbenika kvalitete konacnog proizvoda.
Skrac¢ivanje procesa prerade, dodavanje enzima ili mijenjanje mikroklimatskih uvjeta prerade,

uglavnom se negativno odrazava na kvalitetu prsuta.
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2.3.2.Indeks poteolize

Indeks proteolize dobar je pokazatelj intenziteta proteolize. Vrijednosti indeksa proteolize
raste tijekom prerade prsuta, a veée su u misi¢u biceps femoris nego u semimemranosusu sto
se moze objasniti vecim udjelom vode u tom unutraSnjem miSicu pa tako i jaCom
proteolitiCkom aktivno$¢éu (Harkouss i sur., 2015). Prekomjernoj proteolizi skloniji su prsuti s
velikom proteolitickom aktivnosti, niskim vrijednostima pH i ve¢im gubitkom na masi
tijekom soljenja (Toldra, 2002). Prekomjerna proteoliza, s proteolitickim indeksom veéim od
29 do 30 %, u korelaciji je s povisenom razinom katepsinske aktivnosti koja je posljedica

genetike, hranidbe, dobi svinja i ve¢eg udjela vode (Garcia-Gonzélez i sur., 2013).

2.4. TEKSTURA

Tekstura prSuta odredena je tvrdo¢om sirovine, ali ovisi i 0 sadrzaju intramuskularne masti
(Virgili i sur., 1995) i sastavu masnih kiselina, proteolitickom potencijalu, umrezavanju
kolagena, procesu zrenja i sadrzaju soli (Arnau i sur., 1998), oksidaciji masti i intenzitetu

susenja (Ruiz-Ramirez i sur., 2006).

Tijekom cijelog procesa prerade prSuta dogada se niz promjena koje doprinoste stvaranju
kona¢ne teksture prSuta. Proteoliza utjeCe na promjenu teksture miSi¢a Sto rezultira
omekSavanjem mesa i povec¢anjem ekstraktibilnosti proteina te doprinosi ve¢oj so¢nost mesa

zbog hidratacije proteina (Toldra, 2002).

Za formiranje teksture prSuta najveci znacaj ima soljenje, susenje, zrenje te fizikalno-kemijska
svojstva poput koncentracije soli, udjela vode i pH vrijednost mesa. Manji udio soli
poboljsava proteolizu i doprinosi meksoj teksturi kona¢nog proizvoda. Veca pH vrijednost i
veci maseni udio vode poticu enzimsku aktivnost 1 intenziviraju proteolizu ¢ime se povecava
mekoca, pastuoznost i ljepljivost prsuta (Garcia-Rey i sur., 2004). Prisutnost intramuskularne
I intermaskularne masnoce usporava proces prodiranja soli i suSenja, dok veci sadrzaj

intramuskulatorne masti pozitivno utjece na njeznost 1 so¢nost prsuta.
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2.5. OKSIDACIJA PROTEINA

Proteini su jedni od najvaznijih makromolekula koje izgraduju organizme svih zivih bica.
Uspjesnosti provodenja metabolic¢kih funkcija odredeno je kvalitetom proteina. Ono uvelike
ovisi 0 sastavu aminokiselina, prostornom rasporedom u nativhom obliku, slijedu peptida te
njihovoj koncentraciji i bioiskoristivosti (Xiong, 2000). Za aktivnost i koriStenje u organizmu,
bitno je zadrzati kemijsku aktivnost i odgovaraju¢u konformaciju. NaruSena struktura i
stabilnost uzrokovana oksidacijskom S$tetom mogu rezultirati protein-protein interakcijama,
polimerizaciji, formiranjem agregata ili cijepanjem na sekvence peptida (Stadtman i Levine,
2003).

Kemijske modifikacije na posebnim ograncima amiokiselinama i/ili okosnici proteina mogu
uzrokovati promjene u fizikalnim svojstvima proteina ukljuéuju¢i fragmentaciju, agregaciju,
smanjenje topljivosti, gubitak enzimske aktivnosti te manjak osjetljivosti na proteolizu
(Xiong, 2000). Probavljivost i kapacitet zadrzavanja vode miSi¢nih proteina kao i postmortem
omeksavanje mesa pod utjecajem su oksidacijskih reakcija (Xiong i Chen, 2011). Nastanak
karbonila i umrezavanje proteina su identificirani kao vodec¢i uzroénci gubitka funkcionalnosti
misi¢nih proteina, modifikacije boje, teksture te okusa mesa i preradenih mesnih proizvoda
(Villaverde i sur., 2014).

Oksidacija proteina je definirana kao kovelantna modifikacija proteina inducirana direktnim
reakcijama sa reaktivnim kisikovim vrstama (ROS) ili indirektnim reakcijama sa sekundarnim
produktima oksidacijskog stresa (Zhang i sur., 2013). Reaktivne kisikove vrste (ROS)
ukljuéuju slobodne radikale (*OH, Oz¢", RS, i ROO¢), neradikalne vrste (H202 i ROOH) i
reaktivne aldehide i ketone, koji su prepoznati kao potencijalni inicijatori oksidacije proteina
(Estévez, 2011). Prirodne komponente miSi¢nog tkiva kao nezasiceni lipidi, hem pigmenti,
prijelazni metali i oksidacijski enzimi su potencijalni prekursori ili katalizatori formiranja
ROS-eva i bitni su za inicijaciju oksidacije proteina misi¢a (Xiong, 2000). Oksidansi mogu
diretno napasti okosnicu proteina i uzrokovati fragmentaciju i konformacijske promjene u
sekundarnoj i tercijarnoj strukturi proteina. Disulfidne, ditirozinske i ostale intermolekularne
veze zahvaéene oksidacijom mogu rezultirati agregacijom ili polimerizacijom proteina §to

uzrokuje promjene proteolitickih svojstava (Morzel i sur., 2006).
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Osim prisutnosti prijelaznih metala, mioglobina i oksidacijskih lipida, na oksidaciju proteina i
aminokiselina utjeCe niz okolisnih faktora kao pH, temperatura, aktivitet vode i prisutnost
ostalih promotora ili inhibitora, poput fenolnih komponenti. Tercijarna struktura proteina,
njihova veli¢ina, aminokiselinski slijed i sastav mogu utjecati na osjetljivost proteina u
karbonilacijskim procesima (Xiong, 2000). Izmjene rezultiraju fizikalno-kemijskim
promjenama topljivosti, hidrofobnosti, zadrzavanja vode, njeznosti mesa, funkcije geliranja i

enzimske aktivnosti (Rowe i sur., 2004).

Promjene uzokovane oksidacijom smanjuju bioiskoristivost aminokiselina i mijenjaju
probavljivost proteina, $to negativno utjeGe na nutritivnu vrijednost proteina mesa (Lund i
sur., 2011). Karbonilacija proteina rezultira ireverzibilnim promjenama esencijalnih
amiokiselina poput lizina, treonina i arginina. Glavna oksidacijska modifikacija proteina se
odvija na bocnim stranama aminokiselina, $to ukljuCuje oksidaciju tiola, aromatskih
hidroksilata i formiranje karbonilnih grupa (Estévez, 2011). Odredene aminokiseline u blagim
uvjetima, poput cisteina i metionina, prve podlijezu oksidaciji zbog visoke osjetljivosti
njihovih sumpornih centara. Anion sumpora je snazan nukleofil i bogat elektronima, koji se
mogu lako ukloniti (Shacter, 2000).

Mjerenje formiranih karbonila se ponajvise koristi u odredivanju promjena nastalih
oksidacijom proteina. Takoder, kao marker oksidacije proteina moze se koristiti odredivanje
gubitaka sulfhidrilnih skupina. Cistein, bas kao i metionin, je jako osjetljiva aminokiselina na
sve ROS-ove, a njihov gubitak u mesnim sustavima moze biti uzrokovan oksidacijskom
Stetom na proteinima mesa. UmreZavanje proteina je jo§S jedna manifestacija oksidacije
proteina i procjenjuje se odredivanjem disulfidnih veza, odredivanjem ditirozinskih veza i
procjenom umrezenja teskog lanca miozina koriste¢i SDS elektroforezu (Estévez i sur., 2008).
Ostala obiljezja oksidacijskog oStecenja ukljucuju hidroksilaciju aromatskih 1 alifatskih
ogranaka aminokiselina, nitraciju ostataka aromatskih aminokiselina, nitrozilaciju
sulthidrilnih grupa i Kkloriranje aromatskih grupa i primarnih amino skupina (Stadtman i
Levine, 2003).

Mnogi mesni proizvodi izlazu se razli¢itim procesima prerade koji pojacavaju moguce
¢imbenike oksidacije proteina. Sa duljim vremenom zrenja povecava se udio karbonila i
smanjuje se udio sulfhidrilnih grupa. Na progresiju ovih promjena uveliko utjecu oksidacijski
sustavi, uvjeti skladistenja i pakiranja (Santé-Lhoutellier i sur., 2008). Oksidacija lipida moze

biti mehanizam koji pojacava oksidaciju proteina.
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2.5.1. Karbonilacija

Karbonilacija je ireverzibilna i neenzimatska modifikacija proteina koja ukljucuje fomiranje
karbonilnih skupina inducirano oksidacijskim stresom ili drugim mehanizmima (Zhang i sur.,
2013). Formiranje karbonila uglavnom derivira iz oksidacije treonina, prolina, arginina i
lizina (Stadtman i Levine, 2003). Karbonili, aldehidi i ketoni, mogu nastati u proteinima na 4

razli¢ita nacina (Estévez, 2011):

1. direktnom oksidacijom bo¢nih ogranaka lizina, treonina, arginina i prolina

2. neenzimskom glikacijom u prisutnoti reducirajucih Secera

3. oksidacijskim cijepanjem proteinske okosnice kroz a-amidacijski put ili oksidacijom
glutamilskog pobo¢nog ogranka

4. kovalentnim vezanjem na neproteinske karbonilne cestice kao 4-hidroksi-2-nonal
(HNE) ili malodialdehida (MDA)

Od navedenih nacina, izravna oksidacija osjetljivih aminokiselinskih bo¢nih ogranaka glavni
je put karbonilacije proteina i jedini za koji je dokazano da uzrokuje formiranje karbonila iz
proteina mesa (Estévez, 2011). Karbonilacija proteina mesa moze biti inducirana in Vvitro
koriste¢i razli¢ite ROS sustave generiranja, ukljucujuéi prijelazne metale (engl.
Metalcatalyzed Oxidation-MCO), oksidaciju posredovanu mioglobinom i lipid oksidacijske

sustave (Soladoye, 2015).

Intenzivni oksidacijski uvjeti tijekom metalom Kkatalizirane oksidacije proteina (MCO)
uzrokuju nastanak velike koli¢ine proteinskih karbonila. Kao posljedica MCO, treonin je
konvertiran u a-amino-3-keto-butansku kiselinu, lizin u a-amino-adipin-polialdehid (AAS) i
arginin i prolin u y-glutamin-polialdehid (GGS). AAS i GGS originalno su koristeni kao
biomarkeri za oksidativna o$te¢enja na proteinima (Daneshvar i sur., 1997). Posljedi¢no,
analiza ovih komponenti primjenjuje se u uzorcima misi¢a (Timm-Heinrich i sur., 2013).
AAS i GGS obuhvacaju do 70 % ukupnih proteinskih karbonila nastalih u umjereno
oksidiranim mesnim proizvodima $to je u slaganju sa izvije$¢ima iz medicinskih istraZivanja
(Utrera i sur., 2011). U intenzivnim uvjetima oksidacije, nastavak oksidacije AAS slijedi do

formiranja stabilnog zavr$nog produkta a-aminodipske kiseline (AAA). U daljnim
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istrazivanjima AAA je definiran kao oksidacijski produkt lizina u formiranju AAS u kulturi

stanica i modelnim sustavima (Sell i sur., 2008).

Proteinski karbonili formirani u matriksu hrane opisuju se kao aktivne komponente u daljnjim
reakcijama. Te reakcije uklju¢uju nastavak oksidacije, formiranje produkata aldolne
kondenzacije 1 Schiffovih baza te implikaciju u formiranju Steckerovih aldehida, ponasajuci

se kao ucinkoviti nukleofili (Estévez, 2011).

U uvjetima visoke ionske sile povecana je osjetljivost misi¢nih proteina na oksidaciju. Sol
ima direktan utjecaj na konformaciju proteina, topljivost i funkcionalnost (Xiong, 2000).
Promjene konformacija mogu imati indirektni utjecaj na osjetljivost miofibrilarnih proteina na
oksidaciju jer su pristupacniji radikalima i drugim prooksidacijskim faktorima (Liu 1 sur.,
2011). Vjeruje se da postupci soljenja tijekom prerade mesa pojacavaju tendenciju za

oksidaciju proteina kao i za oksidaciju lipida.

Prirodne komponente misi¢a poput mioglobina (Mb) dokazano unaprijeduju oksidaciju
proteina, posebno proteinsku karbonilaciju i to u ve¢oj mjeri od prijelaznih metala (Estévez i
Heinonen, 2010). Mioglobin aktiviran s H2O2 promice formaciju AAS i GGS iz protiena
mesa u vecoj mjeri nego Cu?* ili Fe®*, dok je analizom specifi¢nih karbonila utvrdeno je da je
Cu?* vie u¢inkovit od Fe**. Mioglobin je dobar prediktivni marker formiranja karbonila u
mesnim sustavima (Promeyrat i sur., 2011). Metmioglobin (MetMb) promice formiranje
karbonila iz proteina mesa u veéoj mjeri od MCO sustava (Fe 3*/asorbinska kiselina/ H205)
(Park i sur., 2006). Aktivirani hem pigmet je efektivan promotor proteinske karbonilacije i

umrezavanja proteina (Lund i sur., 2011).

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 Steckerovi aldehidi,
3-metilbutanal i 2-metilbutanal. Navedeni spojevi su ucestale komponente arome mesnih
proizvoda (Estévez i sur., 2003). Formiranje Steckerovih aldehida je obi¢no opisano kao
oksidacijska deaminacija i dekarboksilacija slobodnih aminokiselina u prisutnosti a-
dikarbonilnih Cestica nastalih u Maillardovim reakcijama i/ili iz oksidacije lipida kao
alkaldiena i ketodiena (Zamora i Hidalgo, 2005).
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2.5.2. DNPH metoda

DNPH metoda je rutinski postupak koji omogucéava kvantifikaciju ukupne koli¢ine karbonila
iz uzorka proteina. Rezultati imaju Siroku primjenu kao opceniti indeks oksidacije proteina u
mesu i mesnim proizvodima (Estévez, 2011). Postupak ukljucuje istovremenu determinaciju
karbonilnih derivata i sadrzaja proteina u uzorku. Proteinski karbonili se uveliko koriste za
procjenu oksidacije proteina. Njihova detekcija preko 2,4-dinitropenilhidrazina (DNPH)
metode je jednostavna i povoljna te predstavlja jedan od najrelevntnijih nacina izraZavanja
oksidacijske Stete na proteinima u bioloskim sustavima i hrani (Estévez, 2011). Karbonilni dio
miolekule reagira sa DNPH i nastaje derivat 2,4-dinitrofenilhidrazon, a koli¢ina nastalog
hidrazina se mjeri spoktrofotometrijski. Koli¢ina karbonila mjeri se pri 370 nm i izrazava kao
nanomol karbonila po mg proteina koristeéi apsorbancijski koeficijent za hidrazin (21,0 mM™*
cm™) (Armenteros i sur., 2009). Koncentacija proteina raduna se iz apsorbancije pri 280 nm
koristecu BSA kao standard. Unato¢ cestoj primjeni, nedostaci ovog postupka ukljucuju
manjak specificnosti i moguée prekomjerno odredivanje karbonila zbog mogucéih
interferenata. Zbog navedenih nedostataka, razvijaju se i druge metode kao S§to su
fluorescentna spektroskopija i LC-ESI-MS (tekucinska kromatografija-elektrosprej ionizacija-
masena spektrometrija) (Armenteros i sur., 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALLI

Za potrebu izrade diplomskog rada analizirani su uzorci Dalmatinskog prSuta nakon faze
zrenja. Pasmina svinja koriStena u proizvodnji prSuta bio je tropasminski krizanac
DANBRED ((danski landras x veliki jorksir) x durok). Uzeto je 10 presjeka butova iz kojih su
izdvojena po 2 misSic¢a: biceps femoris i semimembranosus, $to ¢ini ukupno 20 uzoraka. Na
slici 4. i 5. dan je prikaz presjeka misi¢a buta s oznaCenim misi¢ima, kostima, unutarnjim

masnim dijelom i potkoznim masnim podrucjem.

Slika 4. Presjek buta: misi¢i SM-Semimembranosus i BF-Biceps femoris (Petrova i sur., 2015)
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Slika 5. Presjek buta (Vlastita fotografija)

3.1.1. Priprema uzoraka za analizu
Aparatura i pribor:

» Uredaj za vakumiranje (Homevac, HV500, Status, Slovenija)
» Tehnicka vaga (Kern 527, KERN & SOHN GmbH, Balingen, Njemacka)

Analiza teksture miSica biceps femoris i semimembranosus je u¢injena odmah po zaprimanju
uzoraka. Za odredivanje oksidacije proteina i indeksa proteolize izrezano je izmedu 15 do 20
g uzorka misi¢a i vakuumirano pomocu uredaja za vakuumiranje. Tako pripremljeni uzorci su
oznaceni pripadaju¢im brojem i oznakom misi¢a te pohranjeni U zamrzivacu na -18 °C do

pocetka analize.
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3.2 METODE RADA

3.2.1. Odredivanje ukupnih karbonila

Aparatura i pribor:

>

YV V. V V V V

>

Reagensi:

>

YV V V V V V

Analiti¢ka vaga (Kern ABJ 220-4NM, Kern & Sohn, GmbH, Balingen, Njemacka)
Homogenizator (Ultra Turrax) (IKA-Werke GmbH & Co.KG, Staufen, Njemacka)
Falcon epruvete, 50 mL

Eppendorf epruvete, 2 mL

Mikropipetor (Eppendorf GmbH, Hamburg, Njemacka)

Vortex (Cole-Parmer Ltd, Staffordshire, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Centrifuga (ROTINA 380 R, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Njemacka)

UV-VIS Spektrofotometar Specord 50 PLUS (Analytik Jena, Njemacka)

pirofosfatni pufer (pH 7,4; 2 mM NasP.O7 (Mr=221,97 g mol?); 10 mM tris-
maleat (Mr=237,21 g mol?); 100 mM KCI (Mr=74,56 g molt), 2 mM MgCl.
(Mr=203,30 g mol?), 2 mM EGTA (Mr=380,95 g *mol))

10 % triklorooctena kiselina (TCA)

2 M HCI

0,2 % DNPH u 2 M HCI

etanol : etil acetat =1: 1

natrijev pufer u 6 M gvanidin hidrokoloidu

Bovine serum albumin (BSA) - 2 mg mL™?

Za odredivanje ukupnih karbonila koriSten je izmijenjeni postupak Koji su opisali Armenteros

i sur. (2009). Masa usitnjenog uzorka od 1 g izvagana je u falcon epruvetu, a za svaki od njih

je napravljena paralela. Uzorci su homogenizirani sa s 10 mL pirofosfatnog pufera (pH 7,4; 2
mM NasP207; 10 mM trizma maleat; 100 mM KCI, 2 mM MgCl,, 2 mM EGTA) koristeci
Ultra Turrax kroz 30 sekundi. Svaki od uzorka je podijeljen na 2 alikvota od 0,1 mL, u

eppendorf epruvetu od 2 mL, te je u svaki dodano 1 mL 10 % TCA za pecipitiranje proteina.

Pomijesani su na Vortex-u te i centrifugirano na 10 000 rpm tijekom 5 min. Nakon

centrifugiranja supernatant je odbacen, a u eppendorf epruvete je dodan:
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- Pellet 1 — kvantifikacija proteina: dodati 1 mL HCI 2N
- Pellet 2 — mjerenje karbonila: dodati 1 mL 0,2 % DNPH u HCI 2N

Uzroci su inkubirani 1 sat na sobnoj temperatri u tami, uz mijesanje svakih 15 min na Vortex-
u. Potom je u svaku eppendorf epruvetu dodano 1 mL 10 % TCA za precipitaciju, pomijeSani
su na Vortex-u 30 sekundi i centrifugirani na 10 000 rpm 5 minuta. Supernatant je odbacen,
a peleti isprani sa 1 mL etanol/etil acetata (1:1), promijeSani na Vortex-u i centrifugirani na 10
000 rpm 5 min. Postupak ispiranja peleta je ponovljen. Nakon toga peleti su otopljen u
natrijevom fosfatnom puferu 20 mM (pH 6,5) sa 6M gvanidin hidrokloridom, promijeSani na
Vortex-u i centrifugirani na 10 000 rpm 5 min kako bi se uklonili netopljivi fragmenti.

Dobivenom supernatantu je izmjerena apsorbancija.

- Pellet 1 — kvantifikacija proteina: mjeriti na 280 nm, koriste¢i BSA kao standard
(0,5-2 mg mLY) u natrijevom fosfatnom puferu 20 mM (pH 6,5) sa 6M gvanidin
hidrokloridom.
- Pellet 2 — mjerenje karbonila: izmjeriti na 370 nm, i izracunati koncentraciju
karbonila koriste¢i fomulu A =¢* M * | 1)
A oznaCava apsorbanciju pri 370 nm, I je debljina kivete koriStene prilikom mjerenja
apsorbancije, M koncentracija karbonila, a § koeficijent adsorpcije proteina hidrazona Koji

iznosi 21,0 mM "t cm -1, Rezultat je izrazen kao nmol karbonila po mg proteina.

Bazdarna krivulja priprema se otapanjem 0,02 g BSA (albumin govedeg seruma) u 10 mL
natrij fosfatnog pufera 20 mM (pH 6,5) sa 6M gvanidin hidrokloridom, te izraduje prema

podacima prikazanim u tablici 1.

Tablica 1. Podaci za izradu bazdarne krivulje

BSA (mL) Fosfatni pufer + gvanidin | ¢ BSA (mg mL™1)
hidroklorid (mL)
0 2 0 (SP)
0.5 1.5 0.5
1 1 1
1.5 0.5 1.5
2 0 2
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3.2.2.0dredivanje indeksa proteolize

Aparatura i pribor

» Analiticka vaga (Kern ABJ 220-4NM, Kern & Sohn, GmbH, Balingen, Njemacka)
Homogenizator (Ultra Turrax) (IKA-Werke GmbH & Co.KG, Staufen, Njemacka)
Falcon epruvete, 50 mL

Eppendorf epruvete, 3 mL

Mikropipetor (Eppendorf GmbH, Hamburg, Njemacka)

Vortex (IKA-Werke GmbH & Co.KG, Staufen, Njemacka)

Centrifuga (ROTINA 380 R, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Njemacka)

YV V V VYV V V

Y

Termblok (Cole-Parmer Ltd, Staffordshire, Ujedinjeno Kraljevstvo)
» UV-VIS Spektrofotometar Specord 50 PLUS (Analytik Jena, Njemacka)

Reagensi:

» otopina Cd-ninhidrina
> 0,01 M HCI
> etanol
>

otopina leucina

Odredivanje indeksa proteolize provedeno je koriStenjem metode koje su opisali Doi 1 sur.
(1981) i Baer i sur. (1996). Reakcijom derivatizacije sa kadmij-ninhidrinom kvantificira se
ukupan broj aminokiselina, izraZzenih na bazi leucina, prisutnih u razli¢itim uzorcima prSuta.

Mjerenje apsorbancija uzoraka vrsi se na 490 nm.

Masa uzorka od 2 g je izvagana na tehnickoj vagi u falcon epruvete te je dodano dodano 20
mL hladnog 0,01 M HCl-a. Potom su uzorci homogenizirani na Ultra-Turrax-u 3 puta po 20
sekundi pri ¢emu su stavljani na led. Vodilo se racuna da se ne zagriju jer bi to nepovoljno
utjecalo na rezultate. Prije postavljanja epruveta u centirifugu izvrSeno je ekvilibriranje istih te
je provedeno centrifugiranje u trajanju od 20 min na 10 000 rpm na 4 °C. Supernatant je
filtriran koriste¢i staklenu vunu, a nakon toga je ekstrakt razrijeden sa 0,01 M HCl-om u

omjeru koje odgovara vremenu zrenja prema podacima iz tablice 2.
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Tablica 2. Omjeri ekstrakta i HCI-a ovisno o vremenu zrenja

Svjezi uzorak 1/3 1/5
2 mjeseca 1/5 1/10
3,5 mjeseca 1/10 1/20
5 mjeseci 1/20 1/50
6,5 mjeseca 1/20 1/50
9 mjeseci 1/50 1/100
10 mjeseci 1/50 1/100

Pipetmanom je uzeto 400 puL dobivenog razrijedenja (ekstrakt + HCI) te zajedno sa 800 pL
etanola u ependorfici, pomijeSano na Vortex-u te ostavljeno na sobnoj temperaturi da
precipitiraju proteini. Uzorci su nakon 30 minuta centrifugirani na 12 000 rpm 5 min. Potom
je 400 pL supernatanta promijeSano s 800 pL reagensa, kadmij ninhidrin, na Vortex-u te
zagrijavani u termobloku na 84 °C u trajanju od 5 minuta. Nakon isteka vremena uzorci su
prebaceni u led na 15 minuta i zatim centrifugirani na 12 000 rpm 5 minuta. Tako

pripremljenim uzorcima je oCitana apsorbancija na 490 nm.

Za svako mjerenje je izradena odgovarajuca kalibracijska krivulja. Pripremljena je 1 mM
otopina leucina na nacin da se odvagalo 0,0133 g leucina i otopilo u 100 mL destilirane vode.
Pripremljena otopina leucina pomijeSana je s etanol/voda (2:1) u koncentracijama kao $to je

prikazano u tablici 3.

Tablica 3. Podaci za izradu bazdarne krivulje

Leu 1 mMol EtOH:Voda
13,3 mg/100 mL 2:1
Kalibracija mL mL mM mg mL!
Leu 06 0,6 0,4 0,60 79,80
Leu 04 0,4 0,6 0,40 53,20
Leu 02 0,2 0,8 0,20 26,60
Leu 01 0,1 0,9 0,10 13,30
Slijepa proba 0 1 0,00 0,00

*Leu- pripremljena otopina leucina
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400 pL otopine za kalibracijsku krivulju promijesano je s 800 uL reagensa kadmij ninhidrin,
otopine za kalibracijsku krivulju su dobro promijesane na Vortex-u i stavljene u termoblok na
84 °C tijekom 5 minuta. Nakon toga otopine za kalibracijsku krivulju su odmah stavljene u
led tijekom 15 minuta, zatim centrifugirane na 12 000 rpm 5 minuta te je naposljetku ocitana

apsorbancija na 490 nm.

Pomoc¢u kalibracijske krivulje 1 apsorbancije uzoraka izraCunata je koncentracija
aminokiselina u svakoj otopini uzorka (ug mL™). U¢injena je korekcija prema otopinama
uzorka: dobivena koncentracija x 10 (ekstrakcija) X 3 (deproteinizacija) x specifi¢na otopina
svakog uzorka (3, 5, 10, 20, 50, 100) dijeljeno s 1000 te je na taj nacin dobivena koli¢ina

aminokiselina u mg po 1 g uzorka.

3.2.3. Odredivanje teksture

Aparatura i pribor:

» Teksturometar (Ametek Lloyd Instruments Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)

Analiza:

Tekstura uzoraka analizirana je teksturometrom (Ametek Lloyd Instruments Ltd., UK) s
¢elijom od 50 kg prikazanom na slici 6. Analiza teksture misi¢a biceps femoris i
semimembranosus ucinjena je odmah po primitku uzoraka. Od svakog uzorka izrezano je 6
kockica veli¢ine 10x10x10 mm. Nakon pripreme, uzorci temperature 20 °C su komprimirani
dva puta do 50 % deformacije brzinom od 1 mm s (vrijeme razmaka izmedu 2 ciklusa 5 s).
Rezultati su obradeni softwerom NexygenPlus. Odredeni su navedeni parametri: tvrdoc¢a (N),
adhezivna sila (N), kohezivnost, adhezivnost (N mm), gumenost (N), odgodena elasti¢nost

(mm), zvakljivost (N mm), otpornost (N), lom (N) i vlaknastost (mm).
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Slika 6. Teksturometar Ametek Lloyd Instruments Ltd. (vlastita fotografija)

3.2.4. Statisticka obrada podataka

Statisticki izracun rezultata odreden je jednosmjernom analizom varijance (one-way ANOVA
test) uz razinu znacajnosti 5 % (P<0,05). Za statisti¢ku obradu podataka koristen je racunalni
program SPSS 12.0 (IBM, USA).

Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost & standardna pogreska.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Promjene na proteinima dalmatinskog prsuta odredivane su nakon faze zrenja u trajanju od 12
mjeseci. Ispitivanja su provedene su na misi¢ima biceps femoris i semimembranosus.
Istrazivanje obuhvaca odredivanje koli¢ine proteina i karbonila DNPH metodom, odredivanje
indeksa proteolize mjerenjem koncentracije aminokiselina te odredivanje teksture prsuta. Za
potrebu ispitivanja teksture napravljeno je 6 paralelnih mjerenja za svaki pojedini miSi¢. Za
odredivanje koncentracije proteina i karbonila te za odredivanje indeksa proteolize
napravljena su 2 paralelna mjerenja za svaki uzorak miSi¢a biceps femoris i

semimembranosus.

4.1 PROTEOLIZA

Proteoliza zapocCinje razgradnjom osnovnih miofibrilarnih proteina i omekSavanjem strukture
mesa djelovanjem najvaznijih enzima endopeptidaza katepsina i kalpaina. Oslobadaju se post
mortem usljed dezintegracije intracelularnin membrana te dovode do stvaranja i nakupljanja
oligopeptida, koji su pak supstrati egzopeptidazama u stvaranju manjih peptida (Kovacevié,
2017). Koncentracija slobodnih aminokiselina nastalih proteolizom proporcionalna je duzini

zrenja prsuta.

Biceps femoris i semimembranosus dva su najznacajnija misi¢a u prSutu, Koji su tijekom
prerade podvrgnuti razli¢itim uvjetima. Semimembranosus je vanjski misi¢ koji ima visok
udio soli u poéetnim fazama proizvodnje te se udio vode u njemu brzo smanjuje, dok je biceps
femoris unutarnji misi¢ s nizim udjelom soli tijekom prvih faza proizvodnje, ali s vis§im

udjelom vode kroz procesiranje (Bermudez i sur., 2014).

Za potrebu odredivanja indeksa proteolize koriStena je reakcija derivatizacije s kadmij-
ninhidrinom te je ukupan broj aminokiselina izrazen na bazi leucina. Za svako odredivanje
koncentracije aminokiselina pripremljena je bazdarna krivulja ovisnosti apsorbancije pri 490
nm o koncentraciji leucina, ¢iji je primjer na slici 7. Iz jednadzbe pravca ocitane su vrijednosti
koncentracije aminokiselina te je u¢injena odgovarajuca korekcija. Rezultati su izraZzeni kao

koncentracija aminokiselina u mg po g uzorka. Na slici 8. prikazani su rezultati odredivanja

indeksa proteolize.
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Slika 7. Prikaz bazdarne krivulje leucina koriStene za odredivanje koncentracije aminokiselina

(izrazenih na bazi leucina)
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Slika 8. Graficki prikaz rezultata odredivanja indeksa proteolize u uzorcima dimljenog pr$uta

nakon zrenja u misi¢ima biceps femoris (BF) i semimembranosus (SM)

Indeks proteolize u uzorcima dimljenog prSuta odreden je nakon faze zrenja u misi¢ima
biceps femorisa (BF) i semimembranosus (SM) te izrazen kao mg aminokiselina po g uzorka.
Koncentracija proteina u BF iznosi 47,69 mg g, a u SM 45,19 mg g. Nije zabiljezena

statisti¢ki znacajna razlika u ispitivanim uzorcima (P>0,05).
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Tijekom proizvodnje Kraskog prSuta, takoder je zabiljezen porast indeksa proteolize u oba
miSica, s tim da je bio izrazeniji u biceps femorisu (Andronikov i sur., 2013). Veci sadrzaj
vode u misi¢u biceps femoris Kraskog prSuta povoljno djeluje na proteoliticke procese

usprkos visokoj koli¢ini soli u usporedbi sa semimembranosusom.

Najvisa koncentracija slobodnih aminokiselina u uzorcima miSica biceps femoris i
semimembranosus Celta prSuta zabiljezena je u fazi zrenja i produljenog zrenja, pri ¢emu je

indeks proteolize takoder bio ve¢i u misic¢u biceps femoris (Bermddez i sur., 2014).

Pugliese i sur. (2015) odredivali su indeks proteolize u miSi¢cima biceps femoris i
semimembranosus nakon zrenja Kraskog prSuta u trajanju od 12 i 16 mjeseci. Indeks
proteolize u biceps femorisu iznosio je 24,0 nakon 12 mjeseci i 25,8 nakon 16 mjeseci, a u
semimembranosusu 17,9 nakon 12 mjeseci i 19,1 nakon 16 mjeseci. U Cetiri mjeseca razlike
miSi¢i su se progresivno jako suSili. U isto vrijeme, proteolitiCka aktivnost se povecala i
rezultirala promjenama u reoloskim svojstima i sastavu hlapivih spojeva. Biceps femoris je
hlapivih komponenti. To proizlazi iz anatomske pozicije misica i transfera soli kroz but, koji

se nastavlja sve do kraja susenja i rezultira ve¢om koncentracijom vode.

Veci sadrzaj vode u misi¢u biceps femoris Kraskog prSuta pojacava aktivnost proteolitickih
procesa unato¢ vecoj koli¢ini soli, usporedujuci sa misi¢em semimembranosus, usprkos tome

Sto proteoliti¢ka aktivnost u prstima opada sa povecanjem udjela soli (Martin i sur., 1998).

Proteomska mapa miSic¢a biceps femoris zrelih Bayonne prSuta dobivena u proteomskoj
analizi Thérona i sur. (2011) rezultirala je s ve¢im udjelom proteinskih fragmenata od mape
semimembranosusa. To ukazuje da je stupanj razgradnje proteina veli nego u
semimembranosusu, $to se moze pripisati ve¢em udjelu vode. Imajuéi u obziru razlike izmedu
miSica, veci indeks proteolize biceps femorisa od semimembranosusa dosljedan je i u drugim
radovima; Ruiz-Ramirez i sur. (2006) takoder objavljuju veéi indeks proteolize u biceps

femorisu nego u semimembranosusu u uzorcima dimljenih prsuta.

Na kraju prerade biceps femoris ima veéi sadrzaj vode i soli od semimembranosusa, $to je
posljedica dinamike gubitka vode i difuzije soli, koja sa povrSine dopire u unutarnji dio buta
(Gallego i sur., 2018). Uvijeti prerade i svojsta sirovine kao tezina, udio masti i pH vrijednost
odreduju brzinu dehidratacije, penetracije soli i posljedi¢no aktivnost proteolitickih enzima,

koji imaju veliku ulogu u teksturi i senzorici susenih i dimljenih prsuta (Giovanelli i sur.,
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2016). Indeks proteolize ovisi i 0 postupku soljenja, trajanju zrenja, relativnoj vlaznosti i
temperaturi koja se primjenjuje u proizvodnji prSuta. Indeks proteolize veci je u biceps
femoris (BF) nego u semimembranosusu (SM) §to se moze objasniti ve¢im udjelom vode u

tom unutra$njem misicu pa tako i jaom proteoliticCkom aktivnos¢u (Harkouss i sur., 2015).

4.2. OKSIDACIJA PROTEINA

Metoda DNPH je rutinski postupak koji omogucuje kvantifikaciju ukupne koli¢ine karbonila
iz uzorka proteina (Estevez i sur., 2008). U metodi se koristi 2,4-dinitrofenilhidrazin, koji u
reakciji s karbonilnom skupinom daje stabilni 2,4-dinitrofenil hidrazon, a ukupni karbonilni
udio proteina odreduje se spektrofotometrijom. Ova metoda posluzila je za odredivanje
koncentracija karbonila u uzorcima misi¢a biceps femoris i semimembranosus nakon faze
zrenja dalmatinskog prsuta. Metodom je odredena i koncentracija proteina u uzorcima, ali se

umjesto DNPH za kvantifikaciju proteina dodaje otopina HCl-a.

Prilikom svakog odredivanja koncentracije proteina pripremljena je bazdarna krivulja u
ovisnosti apsorbancije pri 280 nm o koncentraciji BSA, ¢iji je primjer prikazan je na slici 9.
Koncentracija proteina u svakom wuzorku izraCunata je na temelju bazdarnog pravca
dobivenog mjerenjem apsorbancije niza razrjedenja BSA (od 0,5 mg mL™? do 2 mg mL™).
Sadrzaj karbonila odreden je spektrofotometrijski na 370 nm (& = 21,0 mMcm™ ), a sadrzaj

proteina procijenjen mjerenjem apsorbancije uzorka na 280 nm.

Iz dobivene jednadzbe pravca, prikazane na slici 9, izracunata je koncentracija proteina.
Koncentracija proteina izrazena je u mg po mL uzorka, a koncentracija karbonila izracunata je

iz formule te izrazena u nmol po mg proteina.
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz rezultata odredivanja koncentracije proteina u uzorcima dimljenog

prsuta nakon zrenja u misi¢ima biceps femoris (BF) i semimembranosus (SM)
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Koncentracija proteina (slika 10.) u biceps femorisu iznosila je 0,19 mg mL™ te je ista
vijednost od 0,19 mg mL™? zabiljezena i u semimemranosusu. U ispitivanim uzorcima nije

zabiljezena statisticki znacajna vrijednost (P>0,05).

Semimebranosus je kao vanjski mi$i¢ u ve¢oj mjeri izlozen isusivanju, dok je biceps femoris
kao unutarnji misi¢, obloZen koZzom 1 masnim tkivom S$to usporava prodiranje soli i guitak
vode. Sol koriStena u fazi soljenja moze povecati prooksidativni uéinak na lipidima i

uzrokovati oksidaciju lipida koja moze potaknuti oksidaciju proteina (Soladoye i sur., 2015).
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Slika 11. Graficki prikaz rezultata odredivanja koncentracije karbonila u uzorcima dimljenog

prsuta nakon zrenja u misi¢ima biceps femoris (BF) i semimembranosus (SM)

Na slici 11. prikazana je koncentracija karbonila koja je u biceps femorisu iznosila je 26,36
nmol mg? uzorka, te 23,7 nmol mg? uzorka u semimembranosusu. U ispitivanim uzorcima

nije zabiljeZena statisticki znacajna razlika (P>0,05).

Koutina i sur. (2012) proveli su istrazivanje u kojem je odredena koncentracija karbonila
Parma prSuta nakon zrenja u misi¢ima biceps femoris i semimembranosus. Koncentracija
karbonila odredena je DNPH metodom kao i u ovome radu uz male razlike u pojedinim

koracima provodenja metode. Dobiveni rezultati za koncentracija karbonila nakon zrenja
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iznosili su 3 nmol mg?, 3to je znatno manje od rezultata dobivenih u ovom radu. Za

pretpostaviti je kako se u Dalmatinskom prsutu odvija izrazenija oksidacija proteina.

Malo vecéa koncentacija karbonila u biceps femorisu moze se objasniti ve¢im sadrZzajem vode
u tom unutarnjem misic¢u te ve¢om proteoliticCkom aktivnosti. Oksidacija proteina je takoder
zamjecena u prsutima koji imaju dulje vrijeme proizvodnje (Marusi¢ Radovcic¢ i sur., 2019).
Razlike u fizikalno-kemijskim karakteristikama poput sadrzaja soli i vode u miSi¢ima biceps
femoris 1 semimemranosus moze utjecati na oksidaciju proteina na nivou kvantitete te se
intenzivnija proteoliza moze ocekivati u unutarnjem misi¢u biceps femoris (Gallego i sur.,
2018). Takoder, u dimljenim prSutima, utvrdena je veca koncentracija karbonila nego u

svjezim prSutima, zbog duljeg i intenzivnijeg susenja te perioda zrenja (Ventanas i sur., 2007).

Veéa oksidacija proteina u biceps femorisu od semimembranosusa zabiljezena je u Bayonne
prsutu (Harkouss i sur., 2015). Toldra i sur. (1992) i Ruiz-Ramirez i sur. (2006) imali su
slicne rezultate, sa ve¢om vrijednosti oksidacije proteina u biceps femorisu nego u misicu
semimembranosus. Spomenuti autori navode kako se razlika proizlazi iz vece kolicine
zaostale vlage u miSi¢u biceps femoris, koja dopusta vecu enzimsku aktivnost endogenih

proteaza (Harkouss i sur., 2015).

U Iberijskom prsutu, u misi¢u biceps femoris, koncentracija karbonila bila je od 6,8 do 10,9
nmol karbonila mg? proteina (Cava i sur., 2009) 3to je manje njego u ovom radu. Sli¢ni
rezultati su ostvareni u radu Ventanas i sur. (2007), takoder u Iberijskom prsutu, gdje je
izmjerena koncentracija karbonila u raspon od 6,8 do 8,87 nmol karbonila mg™? proteina. Ova
razlika vjerojatno potjee zbog razliitog procesa prerade. Nize vrijednosti karbonila u

Iberijskom prSutu su mozda posljedica dodatka nitrata 1 nitrita koji imaju ulogu antioksidansa.

32



4.3 TEKSTURA

Biceps femoris je unutarnji misi¢ prekriven slojem potkozne masti i koZzom §to navodi na to da
se sadrzaj soli polako poveéava tijekom prerade, ima nizi udio soli i veci udio vode.
Posljedi¢no, dogada se intenzivnija proteoliza u biceps femorisu, nego u semimembranosusu
$to utjeCe na parametre teksture i aromatski sastav (Virgili i sur., 1995). Semimembranosus je
vanjski misi¢ u direktnom kontaktu sa soli; ostvaruje vecu koncentaciju soli u prvim fazama
prerade zbog difuzije soli te naglo pada sadrzaj vode. Takoder, taj misi¢ je bliZze povrSini i bez
zaStite potkozne masti §to omogucuje brz i lagan prodor soli nakon faze soljenja i inhibiciju

proteoliti¢kih reakcija i njihovih posljedica na teksturu i okus (Bermudez i sur., 2014).

Indeks proteolize je pokazatelj koji najbolje objasnjava promjene u vezi sadrzaja vode i
parametara teksture (tvrdoca, kohezivnost i elasti¢nosti) miSi¢a dimljenih prSuta i moze se
uzeti u obzir za predvidanje teksture prsuta tijekom razli¢itih faza prerade. Dimljeni prsuti s
nizim indeksom proteolize skloniji su tvrdoj teksturi, ¢vr§¢oj povrsinu tj. kori pri nizem
sadrzaju vode (Ruiz-Ramirez i sur., 2006). Anatomska lokacija misi¢a, pH i koli¢ina soli
utjecu na indeks proteolize na kraju prozvodnje prSuta. Uzorci sa viSim indeksom proteolize
pokazuju manju tvrdocu i vecu kohezivnost 1 elasticnost, posebno u uvjetima niskog sadrzaja

vode, §to se postize na povrsini tradicionalnih prsuta.

Sa daljnjim trajanjem zrenja, zabiljeZen je znaCajan porast tvrdofe posebno u
semimembranousu §to je povezano s promjenama u sadrzaju vode. Virgili i sur. (1995) opisali
su negativnu korelaciju izmedu sadrzaja vode i tvrdo¢e u miSi¢ima semimembranosus (SM),
semitendinosus (ST) i biceps femoris (BF) u uzorcima dimljenih prsuta. U tom istraZivanju
skoro svi parameri teksture ovisili su o vrsti mi§i¢a, ve¢inom zbog nizeg sadrzaja vode i
indeksa proteolize. U tablici 4. prikazani su rezultati odredivanja parametara teksturu u

uzorcima Dalmatinskog prsuta.
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Tablica 4. Rezultati odredivanja parametra teksture prsuta nakon faze zrenja u uzorcima

Dalmatinskog prsuta u misi¢ima biceps femoris (BF) i semimembranosus (SM)

Parametar teksture BF SM p-vrijednost
Tvrdoc¢a (N) 103,32+ 7,142 126,78+6,48" 0,025
Adhezivna sila (N) -0,53+0,03 -0,51+0,04 0,759
Kohezivnost 0,48+0,012° 0,43+0,012 0,001
Adhezivnost (N mm) 0,75+0,032° 0,54+0,04 0,000
Gumenost (N) 60,03+5,08" 40,73£2,972 0,002
Odgodena elasti¢nost -3,14+0,05° -2,28+0,05 0,000
(mm)

Zvakljivost (N mm) 71,11+2 86 68,34+2,68 0,502
Otpornost 0,44+0,01 0,40+0,02 0,069
Lom (N) 86,03+6,48 100,11+7,87 0,131
Vlaknastost (mm) 1,86+0,08 1,76+0,10 0,453

* Utjecaj vrste misica (biceps femoris -BF; semimembranosus - SM) (srednja vrijednost 10

uzoraka). RazliCita slova (a i b) oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku (P<0,05) (razlika

izmedu misica).
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Tvrdoéa izmjerena nakon zrenja u uzorcima Dalmatinskog prSuta u misi¢u biceps femoris
iznosila je 103,32 N dok je u semimembranosusu iznosila 126,78 N. ZabiljeZena je statisticki
znacajna razlika izmedu uzoraka (P<0,05). U istrazivanju koje su proveli Laureati i sur.
(2014) na talijanskim prSutima dobili su sljedece vrijednosti za tvrdocu: u Parma prSutu je ona
iznosila 6,22 N, u San Daniele 6,49 N, te u Toscano prSutu 23,91 N. Takoder, navode kako
gubitak vode uzrokuje povecanje tvrdoce prSuta, dok s druge strane, proteoliza uzrokuje
smanjenje tvrdoc¢e i omekSavanje proizvoda. Tvrdoca zrelog Bayonne prSuta nakon 52 tjedna
iznosila je 198 N za semimembranosus i 183 N za biceps femoris. Andronikov i sur. (2013)
navode rezultate tvrdo¢e Kraskog prsuta u iznosu od 62 N za biceps femoris i 163 N (163) za
semimembranosus. Pugliese i sur. (2015) usporedivali su razliku u tvrdo¢i Kraskog prsuta
izmedu miSica biceps femoris i semimembranosus tijekom zrenja od 12 i 16 mjeseci.
Dobivene vrijednosti za biceps femoris iznosile su 41,93 i 52,51 N te 70,23 i 107,22 N za
semimembranosus nakon 12, odnosno 16 mjeseci zrenja. Navedene vrijednosti su nize od
onih dobivenih u ovom istrazivanju te se ocekuje daljnje povecanje tvrdoce u fazi produljenog
zrenja Dalmatinskog priuta. Nakon godinu dana zrenja Candek-Potokar i sur. (2020) odredili
su tvrdoc¢u Kraskog prsuta u biceps femorisu od 46 N dok je u semimembranosusu izmjerena
tvrdo¢a od 128 N. Vrijednosti tvrdoée iz navedenih istrazivanja se razlikuju §to moze biti

posljedica drugacije tehnologije proizvodnje i trajanja faze suSenja.

Adhezivna sila u misi¢u biceps femoris iznosila je -0,53 N, a u semimembranosusu odredena
u iznosu od -0,51 N te nije zabiljeZena statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka. Marusic¢
Radov¢i¢ 1 sur. (2019) izmjerili su sli¢ne rezultate, takoder na uzorcima Dalmatinskog prSuta

razlicitih proizvodaca.

Izmjerena kohezivnost u uzorcima Dalmatinskog prsuta u misic¢u biceps femorisu bila je 0,48
te u semimembranosusu 0,43 dok je zabiljezena statisticki znacajna razlika (P<0,05). Sli¢ne
vrijednosti za kohezivnost odredene su u biceps femorisu 0,56 i semimembranosusu 0,53
Kraskog prsuta (Andronikov i sur., 2013). Nesto vise vrijednosti odredili su Rezende Costa i
sur. (2008) za Spanjolski Serrano (0,69), talijansku prsut (0,63), brazilski Parma (0,65) i
brazilski Serrano prsut (0,69). U francuskom Bayonne prsutu, Harkouss i sur. (2015) izmjerili
su kohezivnost od 0,49 za biceps femoris i 0,48 u uzorcima semimembranosusa, §to je sli¢no
dobivenim rezultatima. Dobiveni rezultati u skladu su s kohezivnoséu odredenoj u
talijanskom Parma (0,49), San Daniele (0,50) i Toscano (0,60) prSutu (Laureati i sur., 2014).

Malo vise vrijednosti kohezivnosti semimembranosusa (0,63), za razliku od biceps femorisa
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(0,57) dobivene su nakon 12 mjeseci proizvodnje Kraskog prsuta (Pugliese i sur., 2015), dok
su u istrazivanju Candek-Potokara i sur. (2020) iznosili 0,52 za biceps femoris i 0,54 za

semimembranosus.

Adhezivnost nakon zrenja od 12 mjeseci iznosila je 0,75 N mm u biceps femorisu i 0,54 N
mm u semimembranosusu uz zabiljezenu statisticki znaCajnu razliku izmedu uzoraka
(P<0,05). Nize rezultate dobili su Morales i sur. (2007) u istrazivanju $panjolskoga prsuta
Serrano gdje se vrijednost za adhezivnost biceps femorisa kretala u rasponu 0,32-0,37 N mm
te 0,376 do 0,390 N mm za semimembranosus. Istrazivanje adhezivnosti u francuskom
Bayonne prsutu rezultiralo je vrijednos¢u od -13,3 N mm za biceps femoris i -37,1 N mm za
semimembranosus (Harkouss i sur., 2015). U talijjanskim prSutima Laureati i sur. (2014)
dobili su sljedece vrijednosti za adhezivnost: Parma prsut (-0,42 N mm), prSut San Daniele (-
0,52 N mm), Toscano prsut (-0,19 N mm). Nize vrijednosti zabiljeZene su u Kraskom prsutu
gdje su za biceps femoris iznosile -11,41 N mm, a za semimembranosus 9,51 N mm
(Pugliese i sur., 2015). Andronikov i sur. (2013) odredili su adhezivnost biceps femorisa od
0,98 N mm i 1,0 N mm za semimembranosus, dok je u istrazivanju Candek-Potokara i sur.

(2020) adhezivnost iznosila -2,7 N mm za biceps femoris i -0,56 N mm za semimembranosus.

Izmjerena gumenost nakon zrenja za biceps femoris iznosi 60,03 N, te 40,73 N za
semimembranosus. Zabiljezena je statisticki znaCajna razlika u gumenosti u uzorcima
(P<0,05). U slovenskom Kraskom prsutu, Andronikov i sur. (2013) odredili su vrijednost
gumenosti prSuta u rasponu od 35 N za biceps femoris, dok su Pugliese i sur. (2015) dobili
vrijednost od 24,52 N. U uzorcima semimembranosusa odredena je od gumenosti od 68 N
(Andronikov i sur., 2013) te 44,60 N (Pugliese i sur., 2015). U talijanskim prSutima Laureati i
sur. (2014) dobili su sljedece vrijednosti za gumenost: Parma prsut 2,99 N, prSut San Daniele
3,23 N'i Toscano prsut 14,40 N, $to je nize od vrijednosti dobivenih u ovom istrazivanju. S
druge strane, vrijednosti koje su zabiljezili Candek-Potokar i sur. (2020) iznosile su 24 N za

biceps femoris i 68 N za semimembranosus.

Odgodena elasti¢nost u uzorcima biceps femorisa iznosila je -3,14 mm $to je znatno manje
od vrijednosti za odgodenu elasti¢nosti (0,751 mm) odredenu u francuskom Bayonne prsutu
(Harkouss i sur., 2015). Jos vece vrijednosti dobili su Pugliese i sur. (2015) u slovenskom
Kraskom prsutu (4,79 mm). Odgodena elasti¢nost odredena u uzorcima semimembranosusa

iznosila je -2,28 mm. U ispitivanim uzorcima Dalmatinskog prSuta zabiljezena je statisticki
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znaCajna razlika u odgodenoj elasti¢nosti (P<0,05). Dobivene vrijednosti su znatno nize u
usporedbi s odgodenom elasti¢nosti odredene u Bayonne prsutu (0,663 mm) (Harkouss i sur.,
2015) i Kraskom prsutu (4,68 mm) (Puglies i sur., 2015). U talijanskim prSutima Laureati i
sur. (2014) dobili su sljedece vrijednosti za odgodenu elasti¢nost: Parma prSut 0,46 mm,
Toscano prsut 0,57 mm, prsut San Daniele 0,49 mm, te je vidljivo da su te vrijednosti vece od
odgodene elasti¢nosti odredene u uzorcima dimljenih prSuta. Andronikov i sur. (2013)
odredili su jednake vrijednosti odgodene elasti¢nosti u oba misi¢a te je ona iznosila 1 mm.
Candek-Potokar i sur. (2020) odredili su odgoden elasti¢most biceps femorisa od 4,3 mm i
semimembranosusa od 4,7 mm. Harkouss i sur. (2015) navode kako se odgodena elasti¢nost

smanjivala s povecavanjem indeks proteolize tijekom proizvodnje Bayonne priuta.

U ispitivanim uzorcima dimljenih prSuta Zvakljivost za biceps femoris iznosila je 71,11 N
mm, a za semimembranosus 68,34 N mm te nije zabiljezena statisticki znacajna razlika
(P>0,05). Dobiveni rezultati su znatno visi od vrijednosti za zvakljivost koju su Laureati i sur.
(2014) izmjerili u Parma prsutu (1,44 N mm), San Daniele (1,62 N mm) te Toscano prsutu
(8,68 N mm). Pugliese i sur. (2015) nakon 12 mjeseci zrenja, odredili su u KraSkom prsutu
zvakljivost od 105,60 za biceps femoris i 206,41 za semimembranosus. Izmjerena zvakljivost
u uzorcima biceps femorisa iznosila je 35 N mm i 86 N mm u semimembranosusu u
slovenskom Kragkom priutu (Andronikov i sur., 2013). Candek-Potokar i sur. (2020) odredili

su zvakljivost biceps femorisa od 108 N mm te semimembranosusa od 323 N mm.

Izmjerena otpornost u biceps femorisu iznosila je 0,44, a u semimembranosusu 0,40. Nije
zabiljezena statisticki znacajna razlika (P>0,05). U slovenskom Kraskom prsutu odredene su
nize vrijednosti za otpornost. Za biceps femoris izmjerena otpornost kretala se u rasponu 0,19-

0,22, a za semimembranosus 0,15-0,18 (Andronikov i sur., 2013).

Parametar teksture lom za biceps femoris iznosio je 86,03 N. Vrijednosti loma za
semimembranosus iznosio je 100,11 N. Vlaknastost misi¢a u biceps femoris iznosila je 1,86
mm te u semimembranosusu 1,76 mm. Nije zabiljezena statisticki znacajna razlika u lomu i
vlaknastosti (P>0,05).
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Duljina zrenja utjeCe na navedene parametre teksture. Prolongiranje zrenja jo§ 4 mjeseca
povezano je s opcenitim povecanjem tvrdoce, kohezivnosti, zvakljivosti, gumenosti |
adhezivnosti. Vrsta misi¢a takoder ima utjecaj na parametre teksture. Zabiljezene su vecée
vrijednosti koeficijenta smanjenja sile i manji rezultati tvrdoce, kohezivnosti, gumenosti i
zvakljivosti u biceps femoris nego u semimembranosusu. Tijekom zadnja 4 mjeseca zrenja,
misic¢i postaju progresivno suhi i tvrdi. U isto vrijeme povecava se proteoliticka aktivnost i
razina topljivin komponenti (Pugliese i sur., 2015). Kao S§to je i ocekivano, uzorci
semimembranosusa pokazali su vec¢u tvrdocu, adhezivnu silu, odgodenu elasti¢nost i lom, ali
nizu kohezivnost i otpornost nego biceps femoris, sto je u skladu dobivenim rezultatima
teksture u slovenskom Kraskom prsutu (Andronikov i sur., 2013). Biceps femoris, kao
unutarnji misi¢, manje je izloZzen djelovanju zraka u odnosu na semimebranosus koji je vise
isuSen, pa samim time i ima vecu tvrdoc¢u. Velika tvrdofa prSuta moze biti posljedica
prekomjernog presanja i/ili isuSenja (Karolyi, 2009). Razlika u koriStenim teksturometrima i

uzorcima moze biti razlog razli¢itih vrijednosti tvrdo¢e medu navedenim rezultatima.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i postignutih rezultata te provedene rasprave mogu se

izvesti sljedeci zakljucci:

1. Indeks proteolize u misiéu biceps femoris iznosio je 47,6 mg g* dok je u semimebranosus

zabiljezen indeks proteolize od 45,19 mg g™.

2. Koncentracija proteina u uzorcima biceps femorisa iznosila je 0,19 mg mL™ kao i u

semimembranosusu te nije postojala statisti¢ki znaajna razlika izmedu ispitivanih miSica

(P>0,05).

3. Koriste¢t DNPH metodu kao mjeru za stupanj oksidacije proteina 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 iznosila je 26,36 nmol karbonila mg™? proteina, dok

je u uzorcima semimebranosusa bila 23,7 nmol karbonila mg™* proteina.

4. Rezultati odredivanja parametara teksture u uzorcima Dalmatinskog prSuta, u
semimebranosusu pokazali su veéu tvrdocu, adhezivnu silu, odgodenu elastuc¢nost te lom, ali
nizu kohezivnost, adhezivnost, gumenost, zvakljivost i otpornost nego biceps femoris. Veca

tvrdo¢a semimembranosusa posljedica je poloZaja miSica te intenzivnijeg gubitka vode.
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