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1.UVvOD

Da bismo govorili o utjecaju procesa dimljenja na oksidaciju proteina i proteolitickih procesa
na $unku, prvo moramo objasniti samo pojam $unke. Sunka je trajni suhomesnati proizvod
koji se proizvodi od obradenog svinjskog buta soljenjem i salamurenjem, susenjem (sa ili bez
dimljenja) te dugotrajnim zrenjem. Proizvodnja Sunke je veoma dugotrajan i kompliciran
proces. Taj proces se sastoji iz nekoliko koraka, pocevsi od odabira svinja za sirove butove,
pa do procesa soljenja, dimljenja, zrenja. Tek nakon svih ovih koraka dobijemo gotovu Sunku.
Oksidacija proteina je jedan od glavnih uzoraka za pogorsanje kvalitete tijekom prerade i
skladiStenja prehrambenog proizvoda. Oksidacija proteina rezultira proizvodnjom raznih

oksidacija derivata.

Indeks proteolize predstavlja odnos neproteinskog i ukupnog dusika

Najveci proizvodac Sunki :
1) Spanjolska — 40 milijuna $unki. Najpoznatiji tipovi $panjolskih Sunki su:jamén ibérico
i jamon serrano.
2) ltalija, gdje su najzastupljenije: Prosciutto di Parma i Proscuitto di San Daniele, i
nesto manje Prosciuto Toscano.
3) Francuska, gdje je najzastupljenija Jambon de Bayonne.

4) Portugal — gdje su zastupljenje razli¢ite vrste Sunki ,,dry-cured ham “

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti utjecaj dima na oksidaciju proteina u trajnom
suhomesnatom proizvodu odnosno suhoj Sunki. Na unaprijed pripremljenim uzorcima, uz
koristenje odgovaraju¢ih metoda, provedeno je odredivanje udjela proteinskog, neproteinskog i

hlapivog dusika, udijela proteina te indeksa proteolize.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SUNKA

2.1.1. Pojam i znacenje suhe Sunke

Suha Sunka je trajni suhomesnati proizvod koji se proizvodi od obradenog svinjskog buta
soljenjem 1 salamurenjem, suSenjem (sa ili bez dimljenja) te dugotrajnim zrenjem. U
znanstvenoj i stru¢noj literaturi na engleskom jeziku za Sunke se koristi naziv ,,dry —cured
ham®. ,,Cured” i ,,dry* u nazivu upucuju na ¢injenicu da dehidratacija, odnosno uklanjanje
vode iz buta i nije provedeno samo soljenjem ili samo suSenjem, ve¢ sinergijom obje

tehnoloske operacije, odnosno metode konzerviranja.

Slikal.Dimljena Sunka (Anonymous 1, 2017)

Dimljenje je specificno za sjeverne krajeve europskog kontinenta gdje ne postoje optimalni
uvjeti za suSenje. Slavonska Sunka, kao i Dalmatinski te Drniski prSut, se konzervira i
dimljenjem $to je rezultat tradicije i razli¢itih kulturnih utjecaja.
Sunke se mogu razlikovati prema:
a) nacinu obrade buta,
b) tehnologiji prerade —odnosno vrsti i trajanju pojedinih tehnoloskih operacija, te
tehnoloskih parametara u koje spadaju: temperatura, relativna vlaznost, brzina

strujanja zraka i dima



c) sirovini — kvaliteta mesa
d) pasmini, nacinu uzgoja, hranidbi, dobi, spolu i tjelesnoj masi svinja
e) dodatcima: soli, salamure, za¢ini i dr.
f) klimatskim uvjetima proizvodnog podrucja.
Proizvodnja $unki tradicionalno je vezana za mediteranske zemlje, posebno Spanjolsku,

Italiju, Francusku, Portugal i Hrvatsku, odakle potjece najveci broj razlicitih vrsta Sunki.

Najveci proizvoda¢ Sunki :
1) Spanjolska — 40 milijuna $unki. Najpoznatiji tipovi $panjolskih Sunki su:jamén ibérico

i jamon serrano.

Slika 3. Spanjolska Sunka Jamon Serrano(Anonymous 3, 2017)
2) ltalija, gdje su najzastupljenije: Prosciutto di Parma i Proscuitto di San Daniele, i

nesto manje Prosciuto Toscano.



Slika 5. Prsut San Daniele(Anonymous 5, 2017)

3) Francuska, gdje je najzastupljenija Jambon de Bayonne.

{ONy,

RV B PRrEstE

Slika 6. Francuska SunkaJambon de Bayonne(Anonymous 6, 2017)

4) Portugal — gdje su zastupljenje razli¢ite vrste Sunki ,,dry-cured ham*

Tradicionalno, podru¢ja u blizini planina sa nizim temperaturama i relativnom vlazno§éu
zraka te suhim vjetrovima koji puSu tokom cijele godine pogoduju suSenju 1 zrenju Sunki.
Nekad prije proizvodnja Sunke se vrsila u seoskim domacinstvima, gdje se takoder obavljalo i
klanje svinja iz domaceg uzgoja te kompletna proizvodnja, uglavnom za vlastite potrebe, a tek

sporadi¢no za trziste.U zadnjih 30-ak godina zahvaljuju¢i znanstvenim istrazivanjima



posebice u podruéju zrenja te biokemijskih mehanizama lipolize i proteolize koji uz odabir
sirovine imaju presudan utjecaj na oblikovanje specificnih mirisa, okusa i teksture Sunki te
primjenom najnovijih tehnoloskih dostignuéa posebice u podrucju optimiranja procesa znatno
je unaprijedena tehnologija proizvodnje, povecani su proizvodni kapaciteti te kvaliteta i
sigurnost finalnih proizvoda.

Iako Kinezi tvrde da su prvi proizveli Sunku, najvecéi broj autora smatra da je proizvodnja
Sunki Soljenjem, suSenjem i zrenjem svinjskog buta zapocela u antickom Rimu, nekoliko
stolje¢a prije Krista. Prvi pisani podaci o naéinu suSenja svinjskog mesa radi ¢uvanja za
kasniju uporabu potjeCu iz ranog rimskog doba, tadasnje Norcie u srediSnjoj Italiji. U
antickom Rimu razlikovale su se jace usoljene i dimljene Sunke ("perna fumosa") i blaze
usoljene i na zraku susene Sunke ("petaso"). Iz Rimskog Carstva vjestina proizvodnje prsuta
prosirila se europskim kontinentom, a u 15. stoljecu na ameri¢ki kontinent prenio ju je

Christopher Columbus(Krvavica i Pugum, 2006).

2.2. KARAKTERISTIKE SVINJSKOG MESA

2.2.1. Nutritivna svojstva svinjskog mesa

Specificnosti kemijskog sastava svinjskog mesa u odnosu na druge vrste mesa su:

1) Meso je bogato proteinima i esencijalnim aminokiselinama, a posebno je dobar odnos:
a) aminokiselina triptofana (T) — proteini miSi¢nog tkiva
b) oksiprolina (O)- proteini vezivnog tkiva
On iznosi T/O=7,2 ; za govede T/0=6,5, ov¢jeg T/O=5.2 i mesa peradi T/O = 6,7.
svinjsko meso sadrzi sve esencijalne i uvjetno esencijalne aminokiseline.

2) Ima mali maseni udio vode, ali znacajan udio masti. Zbog toga, uz pacje i guscje,
svinjsko meso ima najvecu energetsku vrijednost.

3) Svinjska mast sadrzi znatne koli¢ine nezasicenih esencijalnih masnih kiselina (linolnu,
linolensku i arahidonsku) i ima dobar omjer zasic¢enih, nezasic¢enih i polinezasic¢enih
masnih kiselina u odnosu na druge vrste mesa (Calkins i Hodgen, 2007). Sastav
masnih kiselina triacilglicerola ovisi 0 pasmini svinja, nafinu uzgoja i drzanja,

hranidbi, spolu, dobi, fizioloSkom stanju i dr.



4)

5)

6)

Bogato je vitaminima B kompleksa koji su termorezistentni i topljivi u vodi, a
posebice tiaminom (B1) kojeg moze sadrzavati 5 - 10 puta viSe nego ostale vrste mesa.
Nesto manje su, u odnosu na druge vrste zivotinja za klanje, zastupljeni vitamini
topljivi u mastima (A, E, D i K).

Svinjsko meso sadrzi manje kolesterola od govedeg mesa i crvenog mesa peradi. Veci
udio kolesterola sadrze iznutrice te mesni proizvodi koji se pripremaju od jetre.

Bogato je cinkom koji je odgovoran za rast i razvoj, imunoloski odgovor, neurolosku
funkciju 1 reprodukciju te je ukljucen u imunoloski sustav. Bogat je 1 zeljezom koje

gradi razli¢ite enzime te hem u Hb-u i Mb-u.

2.2.2. Pasmine svinja za proizvodnju Sunki

Uvjeti za kori$tenja mesa pasmine svinja u proizvodnji Sunki su:

a)

b)

ne smiju biti sklone stresu-odnosno stvaranju blijedog, mekanog i vodnjikavog mesa
(BMV), crveno-ruzicastog, mekanog i vodnjikavog mesa (CMV), tamnog, ¢vrstog i
suhog mesa (TCS mesa) ili blijedog, ¢vrstog i suhog mesa (BCS)

treba da imaju izrazenu mramoriranost, odnosno vecu koli¢inu intramuskularne masti
koja gotovom proizvodu daje so€nost i njeznost, doprinosi pozeljnoj aromi te smanjuje
proizvodni kalo. Optimalni sadrzaj intramuskularne masti za proizvodnju Sunki je veca
od 5%.

starije (zrelije) 1 svinje vece tjelesne mase koje daju butove veceg volumena i mase s
ve¢im udjelom Mb-a s veéim udjelom masnog tkiva (doprinosi boljim senzorskim
svojstvima arome i teksture) u ¢ijem sastavu je veéa zastupljenost zasi¢enih masnih
kiselina ¢ime se smanjuje sklonost uzeglosti 1 cijedenju masti po povrSini Sunke

tijekom zrenja.

Najkvalitetnije Sunke u svijetu, poput Spanjolske Sunke ili talijanske dobivaju se od svinja

koje zbog svoje autohtone genetike, nacinu uzgoja ili hranidbe predstavljaju vrhunsku

sirovinu za proizvodnju Sunki specifi¢nih i jedinstvnih senzorskih svojstava.

Danasnji uzgoj svinja u Europi uglavnom se bazira na selekciji ili odabiranju, odnosno

povratnom kriZzanju te industrijskom tro- i Cetveropasminskom krizanju koje je uglavnom

usmjereno na povecanje dnevnog prirasta i mesnatosti, a $to je rezultiralo smanjenjem

kvalitete mesa i pojavom BMV mesa. Isto tako istrazivanja su pokazala da je ve¢i maseni

6



udio nemasnog mesa u trupu u negativnoj korelaciji sa senzorskim svojstvima Sunki
(Jiménez-Colmenero, 2010). Zbog mesnatosti i trziSne vrijednosti komercijalnih trupova i
polovica kao terminalna pasmina koriste se nerastovi mesnatih pasmina ili posljednjih godina,
nerastovi duroka ¢ije krizance odlikuje otpornost, visok prirast, snaznija konstitucija i meso
povecanog sadrzaja I.M.F.-a (izrazena mramoriranost), s time da povecani udio masti nema
negativan utjecaj na stupanj primarne oksidacije slobodnih masnih kiselina, odnosno na
povecanje peroksidnog broja zbog Cega su krizanci s durokom posebice vazni u tehnologiji

trajnih suhomesnatih proizvoda od svinjskog mesa (Jiménez-Colmenero, 2010)

Nadalje, krizanci s durokom kao terminalnom pasminom (M) rastu brZze i imaju bolju
konverziju hrane. Kod talijanskih krizanaca s razli¢itim postotkom duroka i velikog jorksira,
uocena je pozitivna korelacija izmedu mase svjeze obradenog buta te udjela vode,
mramoriranosti 1 ¢vrstoe misi¢nog tkiva u zrelom prSutu. Crna iberijska pasmina svinja ili
njezini krizanaci s durokom (poveéana mesnatost i konformacija) s minimalno 75%-tnim
udjelom krvi iberijske svinje daju meso vrhunske kvalitete i1 koriste se za proizvodnju jamoén

ibérico (Toldra, 2002; Virgili i sur., 2003; Jiménez-Colmenero, 2010).

Krizanci s durokom daju dobre rezultate kod ocjene konformacije trupa i1 kakvoce mesa.
Usporedbom sastava miSi¢nih enzima iberijske svinje i1 krizanaca velikog jorkSira (veliki
jorksir x landras x durok) uoceno je da iberijska svinja ima visok sadrZzaj katepsina D,
dipeptidilpeptidaze III i alanil aminopeptidaze. KriZzanci velikog jorksSira imaju veéi sadrzaj
kalpaina 1 katepsina B, B+L i H, dipeptidilpeptidaze Il i 1V, aminopeptidaze B, leucil i
piroglutamilaminopeptidaze, kisele lipaze i neutralne esteraze.

Belgijski landras 1 pietren osjetljivi su na stres §to rezultira cestom pojavom BMV mesa, a u
Sunkamapronadena je i visoka razina neproteinskog duSika (engl.: non protein nitrogen
(NPN)); slobodne aminokiseline, peptidi i dr.) i aminokiseline tirozina, zatim veéi stupanj
pastuoznosti te pokazuju nize rezultate prilikom senzorskog ocjenjivanja zbog ¢ega nisu
pogodni za proizvodnju Sunki. Kompromisnu kombinaciju dobre konformacije trupa i
kvalitetnog mesa predstavljaju krizanci belgijskog landrasa s krizancima drugih landrasa kod

kojih je uoceno povecanje sadrzaja I.M.F.-a, ali je sadrzaj hlapljivih tvari prSuta i dalje nizak.

Aroma prSuta je loSija, osim arome koja potjeCe od povecanog sadrzaja intramuskularne
masti. Meso krizanaca belgijskog landrasa ima nisku razinu aktivnosti egzopeptidaza

(aminopeptidaza,karboksipeptidaza, dipeptidaza, tripeptidilpeptidaza i dipeptidilpeptidaza) i



nije sklono stvaranju prekursora karakteristicnog okusa i mirisa. Krizanci s belgijskim
landrasom imaju ve¢i udio butova, ple¢ki i karea u polovicama, a krizanci s durokom veci
udio butova i ple¢ki, a nizi udio karea u polovicama. Nadalje, s porastom mase trupa smanjuje
se udio mesnatih dijelova, a povecava se udio ledne slanine (Oliver i sur., 1994; Guerrero i

sur., 1996; navedeno u Krvavica i sur., 2013).

U proizvodnji Sunki (prSuta) prednost imaju autohtone pasmine svinja (npr. iberijska crna
svinja, slavonska crna svinja, korzikanska i dr.) i pasmine koje su nastale krizanjem

autohtonih pasmina te Svedskog landrasa, velikog jorksira te posebice duroka.

2.2.3. Boja i odredivanje boje svinjskog mesa

Boja mesa ima vaznu marketinsku ulogu i jedan je od najvaznijih senzorskih pokazatelja
trziSne kvalitete mesa i mesnih proizvoda. Osnovni nositelji boje mesa jesu netoksi¢ni
spojevi: mioglobin (Mb), zatim hemoglobin (Hb) te drugi spojevi kao §to su flavini,
kobalamin, citokromi itd. Mioglobin koji ima ulogu reverzibilnog oksido-redukcijskog
vezanja i transport kisika u misiénoj stanici je kljucni nositelj crvene boje mesa, dok je utjecaj
hemoglobina koji ima ulogu reverzibilnog oksidoredukcijskog vezanja kisika i transport

krvlju do stanica i ostalih spojeva na postmortalnu boju mesa gotovo zanemariv.

Tablica 1. Senzorsko ocjenjivanje boje svinjskog mesa

Ocjena | NPPC standard za boju (2000)

1 Blijedo-ruzi¢asto-siva do bijela

Sivo ruzicasta

Crveno ruzicasta

Purpurno crvena

2
3
4 Tamno crveno ruzicasta
5
6

Tamno purpurno crvena




Slika 7. Boja svinjskog mesa ( NPCC standard za boju, 2000 )

Na boju mesa (slika 7, tablica 1) utjece: vrsta Zivotinje za klanje, spol, dob, anatomska
lokacija, na¢in uzgoja i koristenja zivotinja.Koli¢ina Mb-a, odnosno intenzitet boje mesa
proporcionalan je s aktivno$¢u mis$ic¢a (aktivniji misici trebaju viSe energije, troSe vise O2,
imaju vec¢i maseni udio Mb-a i tamniji su, zbog ¢ega npr. meso crnih slavonskih svinja iz
otvorenog sustava uzgoja ima intenzivnu crvenu boju, odnosno vecu vrijednost. Isto tako,
meso starijih svinja ima vecu koli¢inu Mb-a. Cimbenici koji pozitivno utjeu na promjene
boje mesa: veéi parcijalni tlak O2, niza pH vrijednost, niza T, salamurenje, askorbinska
kiselina, a negativno ic-svjetlo i1 uv-svjetlo, NaCl, dehidratacija mesa te aerobni
mikroorganizmi tro$e O2 i smanjuju njegov parcijalni tlak u okolnom mediju. Maseni udio
Mb u mesu zivotinja za klanje krece se od 0,04% (najmanje u svinjskom) do 0,7% (najvise u

konjskom).

Boju mesa odredujemo senzorski i pomocu mjernih uredaja 24 sata post mortem kada se

stabilizira SpVV(sposobnost vezivanja vode), odnosno kada se viSe ne gubi Mb s eksudatom.

Senzorsko ocjenjivanje boje mesa provodi se usporedivanjem boje mesa s referentnim
skalama kao $to je npr. americka skala za boju NPPC-skala iz 2000. godine (National Pork
Producers Council), u kojima se boja uzorka mesa krece u rasponu od 1 do 6, odnosno od

blijedo-ruzic¢aste do tamno-purpurno-crvene boje. Optimalna boja je izmedu ocjene 3 i 4.

Za instrumentalno mjerenje boje mesa koriste se razliciti uredaji koji rade po principu

kolorimetrije, odnosno spektrofotometrije. Svaki instrument nudi niz moguénosti koji



omogucuje istraziva¢ima da biraju izmedu nekoliko sustava za mjerenje (npr. CIE-L*a*b*

sustav koji boju definira pomocu tri vrijednosti:

L* koordinate boje (svjetlina (engl.: lightness): 0 (crna) - 100 (bijela)),
a* koordinate boje (engl.: redness: = crveno - zeleno) i

b* koordinate boje (engl.: yellowness: + Zuto - plavo).

Optimalne vrijednosti L* m. longissimus dorsi (M.L.D.) iznosi 43 - 50. Vrijednosti vec¢e od
50 ukazuju na pojavu BMV (blijedo, mekano i vodnjikavo) mesa, a ispod 43 na TCS (tamno,
¢vrsto 1 suho) meso (Joo 1 sur., 1999). Vece L* vrijednosti takoder mogu biti rezultat veceg
udjela intramuskularne masti u mesu. Boja je funkcija anatomske lokacije mesa u trupu svinje
1 zato se mjerenje uobiCajeno provodi s M.L.D. koji je prethodno pohranjen jedan sat na +4
oC radi cvjetanja boje tijekom kojeg Mb oksidira i oksigenizira (Joo i sur., 1999; Sen¢i¢ i sur.,
2016).

2.4. 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 1 formiranje skupine
karbonila (Stadman, 1990).

jer sadrze reaktivne atome sumpora. Sumporni anion je najmoc¢niji nukleofil i bogat je
elektronima. Reaktivne oksidacijske vrste ukljucuju slobodne radikale (OH i O2) i neradikle
(H202 1 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
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odvijanja. Ove promjene mogu proizvesti fizikalna i kemijska svojstva proteina ukljucujuci
topljivost, hidrofobnost, sposobnost zadrzavanja vode. Druge promjene Kkoje izaziva
oksidacija proteina mogu smanjiti bioraspolozivost aminokiselinskih ostataka i modificirati

probavljivost proteina, §to negativno utjece na prehrambene vrijednosti proteina mesa.

2.4.1. Oksidacija proteinske okosnice

Reakcija izmedu neradikalnih oksidanata i okosnice proteina je veoma spora. Veéi dio
ostecenja na okosnici je proizvedena sa radikalnim oksidantima. Reakcije na mjestu a ugljika
aminokiselinskih ostataka i oblika stabiliziranih radikala usmjerenih na ugljik koji reagira sa
O2 da bi se proizveo alkilperoksilni radikal. Ti peroksilni radikali ili reagiraju sa HO2 kako bi
stvorili hiperokside ili se eliminiraju da dobiju imini.

Hidroliza imina moze rezultirati fragmentacijom okosnice, dok dekompozicija hiperoksida
moze cijepati peptidne veze kroz reakcije posredovane alkosil-radikalima. (Davies, 2005).
Posljednje reakcije mogu rezultirati generiranjem amida na C-terminalnoj strani N-
terminalnog dijela proteina i A- keto acil ostataka na N-terminalnoj strani C-terminalog dijela
proteina. Osim toga, fragmentacija proteina moze se formirati prilikom cijepanja jedne

okosnice oksidacijom glutamilnih, aspartilnih i prolilnih bo¢nih lanaca.

2.4.2 DNPH metoda

lako karbonilni spojevi nisu proizvodi oksidacije nekih amino kiselinskih ostataka kao §to su
histidin, fenilalanin i triptofan, DNPH metoda derivatizacije koja otkriva karbonilne spojeve
razvijena je kao pogodna i pravilna metoda za kvantifikaciju nivoa oksidacije proteina u
sistemu hrane (Oliver i sur., 1987; Levine i sur., 1994). U ovoj metodi, DNPH reagira s
karbonilnim grupama proteina kako bi generirala hidrazone i apsorbancija se ¢ita na 370 nm
(Levine i sur., 1990).Sadrzaj karbonila izra¢unat je kao nmol / mg proteina koriStenjem
koeficijenta apsorpcije od 22.000 M-1lcm-1 (Levine i sur., 1994). U sustavima hrane,
karbonilne skupine mogu se generirati i drugim putovima ukljucujuci oksidaciju specifi¢nih
bocnih lanaca aminokiselina kataliziranim metalima i dodavanjem Secera ili proizvoda za
oksidaciju lipida kao $to su 4-hidroksinonenal i malondialdehid (Stadtman i Berlett, 1998),
koji mogu dovesti do precijenjenosti oksidacije proteina (Estevez i sur., 2008).
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Medutim, metoda DNPH derivatizacije koriStena je kao koristan i znacajan marker za
nakupljanje oksidiranih proteina u Zzivim tkivima ljudskih i drugih vrsta, dijelom zbog
jednostavnosti i prakticnosti 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 (Mercier i sur., 1998; Haak i sur., 2006; Estevez i
sur., 2007; Lund i sur., 2007, 2008; Zhang i sur., 2011).

2.4.3 Oksidacija proteina i kakvoc¢a mesa

Oksidacija proteina je veoma vazan ¢imbenik za kakvocu mesa. Tijekom skladiStenja, misici
imaju smanjenu sposobnost odrzavanja antioksidacijskog obrambenog sustava. To moze
uzrokovati povecanu razinu oksidacije proteina, koji mogu modificirati strukturu i funkciju
proteina ukljucujuéi enzimske aktivnosti. Ove promjene mogu obuhvatiti pretvaranje misica u
meso i time reguliraju kakvoéu mesa.
Oksidacija proteina moze se pojaviti prirodnim putem tijekom starenja mesa i skladiStenja u
hladnjatama. Upotrebom fluorescentne mikroskopije za otkrivanje sadrzaja karbonila u
misi¢nim stanicama, locira se oksidacija proteina sa tri razlicita postupka:

a) kemijska oksidacija —reagensi Fe2+/H202

b) skladistenjem u hladnjacama na temperaturi 4°C

c) kuhanjem na 100°C
Svi ovi postupci izazovu oksidaciju proteina na vanjskom dijelu i unutar misi¢nih stanica.
Koli¢ina proteina karbonila je Cetiri puta ve¢a tokom skladiStenja u hladnjac¢ama. Odnosno,
oksidacija proteina desetog dana hladenja je sli¢na razini oksidacije inducirane 1mM
oksidansa. Oksidacija proteina nije jednako rasporedena u miSiénim stanicama. Periferno
podru¢je koje odgovara stanicnoj membrani i regiji u bliskom kontaktu sa stani¢nom
membranom pokazalo je veci obujam okisdacije proteina u usporedbi sa unutrasnjim
podrucjem koje sadrzi miofibrile 1 sarkoplazmatske proteine. Lipofilni reagensi kao Sto je

vitamin E mogu biti snaZni reagensi za ograni¢avanje pogorsanja oksidacijom proteina.

2.4.4 Oksidacija proteina izazvana zra¢enjem i kakvoca mesa

Zragenje je vrlo u€inkovito u kontroli patogenog mikroorganizma u mesu i time produzuje rok
trajanja mesa. Medutim, zracenje moZze proizvesti slobodne radikale ukljuc¢uju¢i OH i O2, §to
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potencijalno povecava oksidaciju proteina i lipida u mesnim proizvodima. (Jo i Ahn, 2000).
Oksidacija mioglobin je odigrala veoma vaznu ulogu u obezvredivanju ozracenih govedih
odrezaka. Karbonilni sadrzaj miofibrilnih i1 sarkoplazmati¢nih proteina je povezan sa
osjetljivosti mesa na 3, 7 dana nakon smrti.

Vitamin E je u¢inkovit u smanjenju koli¢ine i opsega oksidacije sarkoplazmati¢nih proteina.
Odredeni su ucinci oksidacije inducirane zracenjem na degradaciju proteina i aktivnosti
kalpaina u govedini (Rowe, 2004b).

U usporedbi sa neozracenim govedim odrescima, ozraceni uzorci su imali viSe netaknutih 1
manje degradiranih proizvoda 3, 7 1 14 dana nakon skladisStenja u hladnjaCama. Smanjena
proteoliza je sigurno posljedica inhibicije aktivnosti y-kaplaina zracenjem ( Rowe i sur.,
2004b). U uzorcima koji nisu ozraceni, odresci zivotinja kojima je davat vitamin E pokazali

su brzu degradaciju od onih koje nisu bile podvrgnute koriStenju vitamina E.

2.4.5. Oksidacija proteina i funkcija proteina u mesu i mesnim proizvodima

Strukturna modifikacija inducirana oksidacijom proteina mozZe promijeniti njihovu
funkcionalnost i tako utjecati na kvalitetu proizvoda. Tijekom prerade mesnhih proizvoda
mehanic¢ka c¢vrsto¢a moze unititi integralnu strukturu stanica i uniStiti antioksidirane
obrambene sustave koji rezultiraju visokom osjetljivosti na oksidaciju proteina. Bijele misice
nakon inkubacije sa oksidansima (zeljezni klorid ili klorid bakra), jakost gela formirana iz
mifibrilnih proteina smanjena je sa 0,74 na 0,05 1 0,08. Kapacitet zadrZavanja vode gelova
smanjila se za 23 i 10%. (Decker i sur. 1993)

Liu i suradnici (2010) su pokazali da je miSi¢ svinje pokazao manji kapacitet zadrzavanja
vode nakon inkubacije sa FeClsz i H202 pri 4°C. Promjene u kapacitetu zadrzavanja vode bile
su u skladu s povecanjem sadrzaja proteina karbonila i unakrsnim povezivanjem izmedu
miofibrilnih i sarkoplazmatskih proteina. Smanjeni kapacitet vode mogao bi se objasniti
povecanim izvanstni¢nim prostorom izmedu susjednih vlakana u oksidiranim uzorcima misica
(Liu i sur., 2010). Ucinci oksidacije proteina na njihova funkcionalna svojstva takoder su
proucavani inkubiranjem misi¢a sa antioksidansom.

U mljevenom sr¢anom misi¢u, miofibrilni proteini pokazali su povecan stres i viskoznost
nakon S§to su bili isprani kombiniranim antioksidansima koji su sadrzavali 0,02% propil
galata, 0,2% natrijevog askorbata i 0,2% natrijevog tripolifosfata. Ispiranje antioksidansima

poboljsalo je ostale funkcionalnosti miofibrilnih proteina ukljucujuéi vecu pohranu, manje
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modula na 50 1 60°C 1 jace gelove. Medutim, oksidacija proteina nije uvijek povezana sa
Stetnim ucincima na funkcionalnost proteina. Pri izlaganju mljevenog misica bakalara u tri
razli¢ita oksidacijska sustava, ukljucujuéi kalirano zeljezo, H202 i askorbat, pokazani su
poboljsanje karakteristika geliranja 1 emulgiranja.

Povecana sposobnost stvaranja gela zbog oksidacije proteina moze se povezati sa stvaranjem
poprec¢nog vezanja izmedu polipeptida i proteina. Ove kruzne veze mogu smanjiti gel mreze i
stabilizirati druge nekovalentne veze unutar gelske matrice. Oksidacija proteina moze
potaknuti polimerizaciju proteina i agregaciju, te tako promijeniti njihovu probavljivost, §to

negativno utjece na nutritivne vrijednosti misi¢ne hrane.

Oksidacija proteina moze promijeniti intermolekularne i intramolekularne interakcije unutar
proteina i time utjecati na njithovu konformaciju. Ove promjene mogu povecati povrSinsku
hidrofobnost proteina zbog promjena u tercijarnoj strukturi.

Visoke razine oksidacije mogu rezultirati denaturacijom proteina i taloZzenjem $to je povezano
s smanjenom topivosti proteina. Nakon inkubacije s hidroperoksidima tijekom dva i po sata,
topivost miofibrilnog proteina moze se smanjiti za 90% zbog smanjene ekstrakcije (Jarenback
1 Lijemark,1975). Topljivost miofibrilnih proteina iz bijelog miSi¢a purana se smanjila za 32 1
36% kada su proteini dodani u oksidacijskom sustavu koji sadrzi Zeljezo, bakar i askorbat
(Decker, 1993).

Sarkoplazmatski proteini su osjetljivi na oksidacijske modifikacije (Rowe,2004b).
Ustanovljeno je da je ozracivanje govedina kod 6,4 kGy induciralo oksidaciju proteina u
sarkoplazmatskim proteinima i rezultiralo smanjenjem ekstrakcije proteina nakon 4 i 14 dana
skladiStenja u hladnjatama. Visoke temperature rezultirale su viSim razinama proteinaskog

karbonilnog sadrZaja i nizim sadrZajima tritopana i tirozina.

2.4.6. Pojam proteinskih karbonila

Proteinski karbonili su reaktivni i rezultatima istrazivanja Esteveza i suradnika (2011)
utvrdeno je da su specifi¢ni karbonili a-amino adipinski polualdehid (AAS) iy-glutaminske
kiseline (GGS) potpomogli degradaciju leucina i izoleucina te su nastali aldehidi 3-
metilbutanal i 2-metilbutanal. Ti hlapivi spojevi su uobi¢ajena komponenta arome mesnih

proizvoda.
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Polualdehidi AAS i GGS se smatraju podobnim pokazateljima oksidacije proteina jer

predstavljaju do 60% ukupnih karbonilnih spojeva u sustavima hrane (Utrera i Estevez, 2013).

Sadrzaj proteina karbonila i polualdehida (AAS i1 GGS) raznih proizvoda svinjetine
procijenjeni su istodobno sa lipidnom oksidacijom. AAS i GGS su formirani od lizina i

arginina ili proteina koji sadrzi prolin ( Armenteros i sur., 2009).

Karbonilacija je ireverzibilna modifikacija proteina koja dovodi do nastanka proteinskih
karbonila, aldehida i ketona, koji najées¢e nastaju direktnom oksidacijom podloznih bo¢nih
lanaca amino kiselina (Estevez i Heinonen, 2010). Karbonilacija proteina se moze dogoditi u
odsutnosti lipida, ali prate¢a pojava oksidacije proteina i lipida u mesu sugerira interakciju
izmedu te dvije reakcije (Estevez i sur., 2008). Stoga je vazno odrediti i oksidaciju lipida

tijekom istrazivanja oksidacije proteina.

| PEPTIDI | T l

EGZOPEPTIDAZE: aminopeptidaze EGZOPEPTIDAZE:

karboksipeptidaze; dipeptidaze tripeptidilpeptidaze
ENDOPEPTIDAZE: {} dipeptidilpeptidaze
katepsini T ———
kalpaini 'SLOBODNE AMINOKIS 5,
dezaminacijom i dekarboksilacijom nastaju: MALI

kiseline, amonijak, amini , aldehidi, sulfidi PEPTIDI

BT —

SUHOMESNATI PROIZVOD

@ ugljikovodici, al
| FOSFOLIPIDI | | TRIGLICERIDI | | i i
organski spojevisaSiN
< #
| fosfolipaze l I lipaze l [ OKSIDACUA I KRATKOLANCANE SLOBODNE
ﬁ MASNE KISELINE

|  SLOBODNE MASNE KISELINE |,ﬁ

Slika 8. Shematski prikaz proteoliti¢kih i oksidacijskih procesa u prsutu

(Anonymous 6, 2017)

Na oksidaciju proteina i amino kiselina utjeCu i brojni tehnoloski ¢imbenici, ukljucujuéi
temperaturu, aktivitet vode i pH vrijednost (Estevez i Heinonen, 2010). Hidroliticka
razgradnja proteina tijekom proizvodnje suhomesnatih proizvoda igra vaznu ulogu u
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tehnoloSkim i senzorskim aspektima kvalitete gotovog proizvoda. Uz proteolizu, proteini i
oksidiraju pa je tako u prSutima, koji prolaze dugi proces proizvodnje odredena veca
koncentracija karbonila nego u suhoj plecki, zbog duljeg i intenzivnijeg suSenja (Ventanas I

sur., 2007).

Malo se zna o utjecaju pojedinih faza proizvodnje na pocetak i intenzitet oksidacije misi¢nih
proteina. Svega nekoliko istrazivanja bavilo se utjecajem soli na nastanak proteinskih
karbonila, ali bez konkretnih rezultata (Montenero i sur., 2005; Shimizu i sur., 2009). Dodatak
soli ima utjecaj na ionsku jakost okoline §to dovodi do vece izloZenost miofibrilarnih proteina
prooksidansima i stoga utjeCe na njihovu sklonost oksidaciji (Montero i sur., 2005).
Oksidacija proteina je istrazivana i U proizvodima od usitnjenog mesa i ustanovljeno je da je

prerada utjecala na formiranje karbonila (Estevez i sur., 2007; Sun i sur., 2010).

Lund i suradnici (2011) izvijestili su o Stetnim ucincima oksidacije proteina na teksturu i
nutritivnu vrijednost proizvoda od mesa. Veza izmedu oksidacije proteina i naruSene kvalitete
proizvoda bazira se na korelaciji izmedu proteinskih karbonila odredenih DNPH metodom 1
procijenjene kvalitete (Chan i sur., 2011; Zakrys i sur., 2009). Parametri teksture kao mekoca,
soCnost 1 tvrdo¢a mogu biti promijenjeni oksidacijom proteina uslijed inaktivacije
proteoliti¢kih enzima i ukljuenih u mekSanje mesa i oksidativnih promjena miofibrilrnih
proteina i posljedi¢no, njihove smanjene podloznosti proteolizi (Huff-Lonergan i sur., 2010).
Nutritivna vrijednost proizvoda s oksidiranim proteinima je smanjena uslijed promjene profila
amino kiselina, budu¢i da formiranje proteinskih karbonila ukljucuje ireverzibilnu oksidativnu
modifikaciju esencijalnih amino kiselina kao $to su lizin, arginin i treonin, stoga je proteinska
karbonilacija mjera Stetnog utjecaja oksidacije proteina na nutritivnu vrijednost proteina hrane

(Estevez, 2011).

Ve¢ je spomenuto da tehnoloSki procesi utjeCcu na oksidaciju proteina, a utjeCu i na

proteoliti¢ke reakcije.

Proteoliti¢ki procesi su pod utjecajem dodatka NaCl zbog smanjene aktivnosti proteolitickih
enzima kao rezultata inhibitornog djelovanja soli. Takoder je primijeceno da zrenje prSuta na
poviSenim temperaturama dovodi do pojacanog formiranja neproteinskih dusikovih spojeva i
stoga utjeCe na tijek proteolize (Harkoussi sur., 2015). Anatomsko mjesto misi¢a unutar Sunke
takoder igra vaznu ulogu u vremenskom tijeku proteolize tijekom proizvodnje Sunke, zbog

razli¢ite kinetike prijenosa soli i vode u svakom miSi¢u. Nedavno su Harkouss i suradnici
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(2014) kvantificirali proteolizu kroz indeks proteolize, u pet razli¢itih svinjskih miSi¢a, kao
funkciju temperature i udjela vode te soli. Dobro je poznato da proteoliza utjece na kona¢nu
teksturu Sunke, te se smatra kljuénim parametrom za dobivanje pozitivnih senzorskih svojstva
na kraju procesa. Dakle, bolje razumijevanje i kontrola brzine proteolize pogoduju

optimiziranoj teksturi prSuta.

Paralelno s tim, oksidacija lipida, koja je vazan biokemijski proces u hrani tijekom prerade i
skladiStenja, utjeCe negativno, ali i pozitivno na njenu kvalitetu (Jin 1 sur., 2012.). Oksidacija
lipida je takoder bitan faktor i ima pozitivan ucinak na razvoj tipicne arome prSuta. Brojna
istrazivanja okarakterizirala su oksidaciju lipida u prehrambenim proizvodima ili ispitala

ucinak NaCl i temperature na njen tijek (Harkous i sur., 2015).

2.4.7 . Povezanost izmedu oksidacije proteina i lipida

Oksidacija oksimioglobina u metmioglobin rezultira diskoloracijom mesa, dok oksidacija
lipida dovodi do proizvodnje neugodnih mirisa i smanjenja nutritivnih vrijednosti mesa i
mesnih proizvoda. Mehanizmi i kontrola interakcije izmedu mioglobina i lipidne oksidacije
pregledani su od strane Baronai Andersena (2002), a nedavno i od strane Faustmana i
suradnika (2010).Aminokiseline su osjetljivije na oSteCenje sekundarnim proizvodima
oksidacije lipida kao $to su aldehidi u usporedbi s primarnim proizvodima lipidne oksidacije
kao $to su hidroperoksidi.Sekundarni proizvodi dobiveni oksidacijom lipida mogu djelovati u
interakciji s aminokiselinskim ostatcima proteina koji reguliraju njihovu strukturu i
funkciju.Na primjer, hidroperoksidi i aldehidi dobiveni oksidacijom lipida mogu reagirati s
ostacima lizina da bi doveli do stvaranja derivata pirola (Hidalgo i sur., 1998).Derivati
interakcije izmedu produkata oksidacije lipida i aminokiselinskih ostataka mogu uzrokovati
stvaranje poprecnog vezanja izmedu proteina.Reakcija izmedu 4,5-epoksi-2-alkena i
aminokiselina rezultira formiranjem N-supstituiranih pirola (1), koji mogu brzo polimerizirati
i dovesti do razvoja smede boje (Zamora i sur., 2000). Lizinski ostaci proteina mogu reagirati
s y-hidroksi-a, -nezasi¢enim epoksidima dobivenim od oksidacije lipida i tvore neke spojeve,

ukljucujuéi 4- (propilamino) -trans-2-heksen-1,5-diol i N2-acetil-N6- (1,5-dihidroksi-trans-2-
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heksen-4-il) -I-lizin 4-metilkumar-7-ilamida u modelu s trans-4,5-epoksi-trans-2-heksen-I-
(EH) i propilamin (Lederer, 1996).Nakon inkubacije hrane s govedim 1 svinjskim
oksimoglobinom s HNE, dva histidina ostataka svinjskog mioglobina dok su cetiri histidina
ostataka govedine mioglobina bili povezani s HNE putem Michaelovog dodatka (Suman i
sur., 2006). Adukcija HNE-a u oksimoglobin promijenila je tercijarnu strukturu i potaknula
njegovu osjetljivost na oksidaciju (Maheswarappa i sur., 2009).Oksidacija lipida kao
promotora oksidacije proteina moze se dokazati hranjenjem Zivotinja s razli¢itim statusom
nezasi¢enih masnih kiselina (Nute i sur., 2007). Zhang i suradnici (2011) izvijestili su da je
potrosnja oksidiranog ulja bila povezana s pove¢anom razinom proteina karbonila i1
smanjenom kvalitetom mesa, ukljucujuci oksidaciju lipida i gubitak kapljica u dojci mesa

pili¢a broilera.

Neki proteini u hrani misi¢a, posebno mioglobin, mogu djelovati kao pro-oksidansi koji
iniciraju i ubrzavaju oksidaciju lipida (Baron i Anderson, 2002).Poveéane razine kisika u
sustavima pakiranja bifteka bile su povezane s poveéanom oksidacijom lipida i smanjenom
stabilno$¢u boje (Zakrys 1 sur., 2008).Utvrdene su jake negativne korelacije izmedu sadrzaja
reaktivnih tvari 2-tiobarbiturne kiseline (TBARS) i koncentracije oxymyoglobina posebno u
skupinama s visokim sadrZzajem kisika (Zakrys i sur., 2008).U sustavu mioglobin-liposoma,
vrijednosti TBARS povec¢ane su za 12,5, 17,1 1 19,0 puta, jer su koncentracije oxymyoglobina
porasle sa 0,25 na 0,625 i 2,5 mg / ml nakon 1 satne inkubacije na 37 °© C (Chan i sur.,
1997).Chan i suradnici (1997) takoder su izvijestili da je H202 umjesto O2 - bio izravno
ukljucen u reguliranje interakcije oksidacije oksimioglobina i lipida.Zaklju¢no, promjene
izazvane oksidacijom bjelan¢evina mogu utjecati na kvalitetu svjezeg mesa tijekom starenja
poslije smrti i kasnije proteinske funkcionalnosti mesnih proizvoda.Dodavanje antioksidansa
kao S§to je vitamin E u prehrani 1 drugim tehnoloskim strategijama moze biti ucinkovito za
ograniCavanje pogorsanja ucinaka oksidacije lipida i proteina u misi¢noj hrani, kao Sto je

nedavno pregledao Lund i suradnici (2010).
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2.5. KONZERVIRANJE SUNKE DIMLJENJEM

2.5.1. Pojam dimljenja i konzerviranje Sunke dimljenjem

Dimljenje predstavlja jednu od metoda konzerviranja u tehnologiji proizvodnji Sunki, a
uglavnom se koristi u proizvodnji Sunki u sjevernim krajevima Europe gdje ne postoje
optimalnu uvjeti za suSenje, medutim zbog tradicije koja je rezultat razli¢itih kulturnih
utjecaja, dimljenje se primjenjuje i u proizvodnji Dalmatinskog i Drniskog prSuta koji

pripadaju mediteranskom tipu Sunki.

- e, N

Slika 9. Dimljenje Sunke (Anonymous 7, 2017)

Konzervirajuée djelovanje dimljenja zasniva se na (Zivkovi¢, 1986; Vukovié, 2012):

a) antioksidativnom djelovanju dima koje je posljedica aktivnosti fenola i njihova
vezanja za slobodne radikale, pri ¢emu poniStavaju njihovu oksidativnu aktivnost te
manjim dijelom kiselina,

b) baktericidnom i fungicidnom djelovanju dima, za $to su odgovorni sljedeéi spojevi u
sastavu dima: formaldehidi, smole, masne kiseline, ugljikovodici, amonijak, octena i
mravlja kiselina, alkoholi itd.,

c) suSenju koje je funkcija temperature i brzine strujanja strujanja zraka i dima
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Iz razloga §to sam postupak dimljenja nema dovoljan konzerviraju¢i uc¢inak kombinira se sa
drugim metoda, uglavnom soljenjem i suSenjem (Vukovi¢, 2012). Glavna uloga dimljenja je
dobivanje specificnog, ugodnog mirisa i okusa mesa po dimu te zlatnosmede do smede boje
Sunki (Kovacevi¢, 2014). Razlicite vrste dima razli¢ito djeluju na boju mesnih proizvoda, tako
npr. hrast i joha daju zuto-smedu, bukva i javor zlatnosmedu, mahagonij crvenosmedu, a
Cetinari ¢adavocrnu boju. Na boju najviSe utjecu fenoli i1 karbonilni spojevi. Oblikovanje
specifi¢nih svojstava dimljenih proizvoda i konzerviraju¢i ucinak posljedica je talozenja dima
na povrsini 1 njegove penetracije u dubinu proizvoda koja se nastavlja 1 nakon dimljenja. Dim
koji se koristi u industriji mesa nastaje sagorijevanjem usitnjenog drveta, najéesce strugotina

bukve, grab, javor ili drugih tvrdih drva kao npr. mahagonija.

Cetinari, zbog zastupljenosti eteri¢nih smola nisu pogodni za dimljenje, jer razvijaju ¢ad i
daju proizvodu miris terpentina. Medutim, u nekim regijama (Tirol, Schwartzwald)
tradicionalno se koriste cetinari. Npr. Schwarzwaldska Sunka (njem.: Schwarzwilder
Schinken) se dimi izgaranjem strugotine ili piljevine drveta jele i/ili smreke (hladno dimljenje
T < 25 °C) sto joj daje karakteristiCan snazan miris i tipi¢nu tamno-smedu boju (DOOR,
2017)

Drvo za dimljenje ne smije biti obradivano, bojeno, lakirano, impregnirano i sl. Dim se
proizvodi tijekom sagorijevanja drveta koje se sastoji od otprilike 50% celuloze, 25%
hemiceluloze i 25% lignina. Potpunim sagorijevanjem drveta nastaje COz, H20 i pepeo, ali ne
i aktivne komponente dima. Zato se u praksi koristi postupak nepotpunog sagorijevanja tzv.
tinjanja, pri ¢emu ne nastaje pepeo ve¢ drveni ugljen, CO2, H20 te dim (oko 70%) koji sadrzi
aktivne komponente dima (Prandl i sur., 1988).Temperatura sagorijevanja drveta u klasi¢nim
pusnicama s otvorenim loZiStima je viSa od 500 °C (potpuno izgaranje), pri ¢emu nastaje
ugljikov monoksid (CO) i kancerogeni spojevi (katrani).Zbog toga se u industrijskim uvjetima
nastoji posti¢i T izgaranja do maksimalno 350 °C. Hlapljivi sastojci dima (fenoli, organske
kiseline i karbonilni spojevi) koji su najodgovorniji za miris i okus dimljenih proizvoda,

nastaju najvise pri temperaturama 200 - 350 °C.

2.4.2. Sastav dima

Dim je koloid - aerosol koji se sastoji od plinovite faze (w = 10%; pozeljna i odgovorna za

miris i okus) i dispergiranog krutog i tekuceg dijela (w = 90%) (Krvavica i sur., 2013). 1z
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dima je izolirano preko 1.000 spojeva (aktivnih komponenti) koji pripadaju razlic¢itim
kemijskim grupama spojeva (npr. alifatske kiseline, ketonske kiseline, aromatske kiseline,
alifatski aldehidi, aromatski aldehidi, fenoli, aromatski ugljikovodici, heterociklicki spojevi
itd.) (Zivkovié, 1986; Vukovi¢, 2012) od kojih su sa zdravstvenog stajalista, kao kancerogeni
I mutageni spojevi, najsporniji *policikli¢ki aromatski ugljikovodici (PAH-ovi). Koli¢ina im
ovisi o razli¢itim parametrima: vlaznost, temperature izgaranja i prisustvo kisika, a najvise
nastaju pri temperaturama ispod 300 i iznad 500°C (P6hlmann i sur., 2013.; Ledesma i sur.,
2015). Istrazivanja su pokazala da se 99% svih PAH-ova koji nastaju tijekom dimljenja

zadrzava na povrsini proizvoda koja ¢ini 22% mase analiziranog proizvoda.

2.4.3. Postupci dimljenja

Dim se moze proizvesti na klasi¢an nacin u otvorenim loziStima (dimljenje se vrsi u istoj
prostoriji gdje je i loziste) ili pomocu dimnih generatora (dim se proizvodi izvan komore za
dimljenje). KoriStenje dimnih generatora rezultat je zahtjeva za postizanjem optimalnih uvjeta
sagorijevanja drveta (280 — 350°C).U prakticnoj su primjeni sljedeéi tipovi dimnih

generatora:

a) generator sa zagrijanom plo¢om kod kojeg pilovina (strugotina drveta) pada 1 izgara na

ploci zagrijanoj elektricnom strujom,

b) frikcioni generator kod kojeg dim nastaje trenjem nazubljene metalne ploce i komada
drveta (koristi se za diskontinuirane procese zbog brze produkcije dima bez prethodnog

zagrijavanja; problem predstavlja ekonomic¢nost postupka zbog visoke cijene debla drveta),

c) generatori na bazi fluidizacije, gdje dim nastaje zbog razgradnje Cestica strugotina drveta u
struji pregrijanog zraka i pare bez pojave plamena pri T od oko 300 oC (prednost je u maloj

emisiji dima 1 racionalnom koriStenju drveta),
d) elektrostatski (piljevina izgara u elektricnom polju izmedu dvije elektrode) i

e) generator s dimnom regeneracijom (atomizacijom), pri ¢emu se tekuc¢i dim ponovno
pomocu komprimiranog zraka prevodi u plinovito stanje i struji komorom kao kod klasi¢nog

nacina dimljenja.
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Takoder, koristi se i tekuc¢i dim (filtrirani dimni kondenzati) koji se proizvodi frakcijskom
destilacijom osuSenog drveta i primjenjuje namakanjem, rasprSivanjem, injektiranjem ili
dodavanjem kao dodatni sastojak (termicki obradeni proizvodi). Prednosti upotrebe tekuceg
dima: jednostavna upotreba, nije potrebna investicija u pogon za dimljenje, dimljenje je
tehnoloski odvojeno od termicke obrade i nije kancerogen. Nedostatak upotrebe tekuceg
dima: proizvodi tretirani tekuéim dimom senzorski zaostaju za klasi¢no dimljenim
proizvodima. (Krvavica i sur.,, 2013.) Dim proizveden jednim od navedenih nacina u
generatorima se sustavom cijevi i pomocu ventilatora provodi u pusnicu. Pusnica i generator
dima dio su uredaja tzv. dimnih komora. Na putu do generatora dim se moze zagrijavati,
hladiti i prociS¢avati. NajceS¢e se za procis¢avanje dima koristi hladna voda koja u obliku
spreja u pocetnom dijelu dimovoda ispire i procis¢ava dim od nepozeljnih sastojaka Cvrste

dimne frakcije.

U industriji se koriste automatizirane komore i generatori za proizvodnju dima Koji
osiguravaju niske temperature tinjanja i stvaranja pozeljnih aroma drveta, dok se u seoskim
domacdinstvima koriste nekoliko metara visoke pusnice s proizvodnjom dima u pusnici ili su
izgradena vanjska loziSta. Vanjska loziSta su bolje tehni¢ko rjeSenje, jer se lakSe moze
osigurati temperatura hladnog dimljenja s obzirom na to da se proizvedeni dim iz loZiSta
pomocu cijevi dovodi u pusSnicu 1 pritom njezina duzina moZe sluZiti za reguliranje
temperature dima. Ukoliko je loziste unutar puSnice koriste se razni nalini sprjecavanja
izravne izloZenosti proizvoda toplom dimu ili plamenu, a najces¢e postavljanjem perforirane
barijere (metalnog perforiranog lima) izmedu lozista i Sunki ovjeSenih o ,,pritke”. Kalo pri
hladnom dimljenju trajnih proizvoda s naknadnim susSenjem krece se u rasponu od 24 do 40%,
kalo pri toplom dimljenju obarenih kobasica u rasponu od 10 do 14%, a kalo pri toplom
dimljenju polutrajnih kobasica izmedu 6 - 12% (Zivkovié, 1986; Vukovi¢, 2012).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

Za istrazivanje su koriSteni uzorci standardno proizvedenih (n=4) i manje dimljenih (n=4)
turopoljskih Sunki proizvedenih od svinja oba spola (nazimice 1 kastrati) autohtone

turopoljske pasmine iz otvorenog uzgoja, hranjenih sa ili bez dodatka zira (tablica 2 ).

Tablica 2.Uzorci koristeni u istrazivanju

Hranidba Standardna smjesa | Uz dodatak Zira
Spol kastrat | nazimica | kastrat | nazimica
Tehnologija

- manje dimljeno | 86A 88A 62A 31A

- kontrola 87A 85A 69A 65A

Svinje su bile uzgojene u gateru pokusalista Agronomskog fakulteta iz Zagreba u
Siljakovagkoj Dubravi, na na¢in da je jedna grupa tovljenika u zavr$noj hranidbi (1,5 mjesec
prije klanja), uz standardnu krmnu smjesu za svinje u tovu (ST-2) bila prihranjivana i Zirom
hrasta luznjaka  (QuercusroburL.), koji se nekada tradicionalno koristio u hranidbi
turopoljskih svinja, dok je druga grupa tovljenika tijekom istog perioda bila hranjena samo
ST-2 krmnom smjesom. Prosjecna dob i zavr$na masa tovljenika prije klanja iznosila je
18,15+1,4 mjeseci i 94,8+11,5 kg. Klanje i klaonicke obrada tovljenika obje skupine obavljeni
su prema standardnoj proceduri u odobrenom objektu (Klaonica 32 d.o.o0., Velika Mlaka), a
rasijecanje polovica i prerada mesa u jednom mesno-preradivackom objektu u okolici Zagreba
(IGO-MAT d.o0.0., Otrusevec). Za standardnu proizvodnju turopoljskih Sunkiobradeni butovi
ru¢no su natrljani smjesom soli za salamurenje (do 2,5 % na ukupnu masu mesa, NaNOz2 0,54-
0,66%) 1 zaCina (crni papar, CeSnjak, zalinska paprika), naslagani u velike PVC kace te
ostavljeni na hladnom (T=4 °C) da se sole kroz 5 tjedana. Nakon soljenja, butovi su hladno
dimljeni u dimnoj komori (T=18 °C, RVZ=80 %) dimom bukovog drveta ukupno 8 puta,
nakon Cega su premjeSteni u komoru na suSenje i zrenje u kontroliranim uvjetima (T=12 °C,
RVZ=75%). Kod manje dimljenih Sunki razlika u odnosu na gore opisanu standardnu preradu

sastojala se u 50%-tnoj redukciji aplikacije dima u dimnoj komori (5 umjesto 10 dimljenja).
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Uzorkovanje za kemijske analize obavljeno je kada su Sunke bile stare oko 15 mjeseci.

Distribucija uzoraka Sunki prema spolu i hranidbenoj skupini svinja bila je jednaka.

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje ukupnih proteina

Postupak se zasniva na Kjeldahlovom principu, razvio ju je danski kemicar Johan Kjeldahl.
Spomenuta metoda se koristi za kvantitativno odredivanje dusika (proteina). Proteini sadrze
prosjecno 16 % dusika, pomocu kojeg se indirektno odreduje koli¢ina ukupnih proteina.
Postupak se sastoji od tri faze: vlaznog spaljivanja/oksidacije; destilacije i titracije.

Princip. Uzorak je zagrijavan s koncentriranom sumpornom Kkiselinom uz dodatak
katalizatora (CuSOa) i soli za poviSenje vreliSta (Na2SO4) prilikom ¢ega je doslo do potpune
oksidacije organske tvari (COz i H20), a dusik koji je pri tome oslobaden u obliku NHs sa
H2S0a4 daje (NH4)2SO0a4. U drugoj fazi odredivanja (destilacija) djelovanjem luzine na amonij-
sulfat osloboden je amonijak koji je predestiliran vodenom parom u tikvicu s kiselinom

poznate koncentracije. Visak kiseline odreden je titracijom.
JednadZzbe reakcija.

Mineralizacija

katalizator

Norg.. + H2SO4 —— (NH4)2S04 + H20 + COz2 + dr. prod.
Alkalizacija s NaOH u suvisku
(NH4)2SO4 + 2NaOH — 2NH3 + Na2S0a4 + 2H20
Destilacija u bornu kiselinu u suvisku
3NHsz + H3BO3—+ (NH4)3sBO
Titracija amonijevog borata klorovodi¢nom kiselinom

(NH4)3BO + 3HCL-+3NH4Cl+ H3BO3
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Postupak u bloku za spaljivanje. Epruvete bi trebale biti Ciste i suhe.Uzorak je izvagan na
listi¢ aluminijske folije (2 g s to¢nosc¢u + 0,01 g), umotan se i ubacen u epruvetu. U svaku
kivetu dodane su 2 tablete Kjeldahl katalizatora i 14 ml konc. H2SOakiseline i 5 ml H20zte je
lagano mijSan dokse uzorak potpuno navlazi. Po zavrSetku reakcije, stalak s epruvetama
stavljen je u digestijsku jedinicu za mineralizaciju i ukljuc¢en jesustav za odvod para. Prvih 10
minuta spaljivanje ide uz maksimalan protok vode (10 minuta) nakon ¢ega se protok vode
smanji na 50%. Mineralizacija je gotova nakon §to je tekuéina u epruvetama bistra i svjetlo
zelene boje. Epruvete su zajedno sa stalkom uklonjeneiz digestijske jedinice i ostavljene na
hladenje zajedno s poklopcem do sobne temperature. Zatim je u svaku epruvetu dodano 80 ml

destilirane vode.

Postupak destilacije. Erlanmayerevu tikvicu, koja sadrzi 25 ml borne kiseline, stavljeno je na
postolje u destilacijsku jedinicu. Tikvicaje postavljena u gornji poloZaj kako bi destilacijska
cjevcica bila uronjena u otopinu. Kjeldahlova epruveta stavljenaje na svoje mjesto i zatvore se
sigurnosna vratasca. Dozirano je 50 ml 40% NaOH u Kjeldahlovu epruvetu. Destilacija se
odvija 4 minute. Destilat je zelene boje $to ukazuje na prisutnost amonijaka. Destilat bi trebao

biti hladan da ne bi doslo do gubitka amonijaka.

Titracija klorovodi¢nom Kiselinom. Bireta je napunjena s 0,2 N HCI te je titrirana direktno

u prihvatnu tikvicu. Po zavrsetku titracije boja otopine postaje svijetlo ruziCasta.
Izrac¢un.Udio dusika rac¢una se prema formuli:

(T — B) xc(HCI) * 14,007 = 100
%N = (3.1)
m(uzorak)|mg|

gdje je:

T - utroSeni ml 0,2 M otopine HCI za titraciju uzorka
B - utroSeni ml 0,2 M otopine HCI slijepe probe
c(HCI) = 0,2 mol/l

Iz dobivenog postotka duSika mnozenjem faktorom za meso dobije se ukupni postotak

proteina u uzorku

%proteina = %N * 6,25 (3.2)

Za metodu po Kjeldahlu karakteristi¢na je visoka preciznost i to¢nost, a nedostatak joj je dugo

trajanje.
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3.2.2. Odredivanje neproteinskog dusika

Neproteinski dusik ekstrahiranje iz homogeniziranog uzorka odvage 2,5 = 0,05 g upotrebom
25 ml deionizirane vode te se centrifugira. Zatim je dodano 10 ml 20%-tne trikloroctene
kiseline (99% Ccistoc¢e, Merck), mijesa i ostavlja 60 minuta da se stabilizira na sobnoj
temperaturi. Centrifugira se na 3500 okr/min tijekom 30 minuta, a supernatant se filtrira i 15
ml filtrata koristi se za odredivanje duSika prema metodi za ukupni dusik ( HRN ISO
937:1999).

15 ml dobivenog filtrata stavi se u Kjeldahlovu epruvetu, dodane su 2 tablete katalizatora (4
ako su manje), 14 ml H2SOa4 i 5 ml H202. Spaljuje se 2 sata (polako pojacavajuci-15 minuta
na 1; 30 minuta na 3; 30 minuta na 5 te ostatak vremena na 10).Ohladi se, doda 80 ml
redestilirane vode te destilira sa 50 ml NaOH s 25 ml borne kiseline. Nakon destilacije

titrirano je s0,1 M HCl-om (ako je jako mali utroSak moze se staviti 0,02 M HCI).

Izrac¢un.Maseni udio dusika u uzorku racuna se prema formuli

_1,4007(V; — V) * ¢
- m

W, (3.3)

gdje je:

Wn- maseni udio dusika u uzorku (%)

Vs- volumen, u mililitrima, 0,1 N klorovodi¢ne kiseline potreban za odredivanje
Vb- volumen, u mililitrima, 0,1 N klorovodi¢ne kiseline potreban za slijepu probu
Cs - koncentracija klorovodiéne kiseline, 0,1 N

m - masa, U gramima, testnog dijela uzorka

3.2.3. Odredivanje ukupnih karbonila

Priprema uzorka za odredivanje ukupnih karbonila provedena je prema postupku koji su
opisali Armenteros i sur. (2009). lzvagano jel g uzorka u falconicu (u duplikatu) i
homogenizirano s 10 ml pirofosfatnog pufera (pH 7,4; 2 mM NasP207; 10 mM tris-maleato;
100 mM KCI, 2 mM MgCl2, 2 mM EGTA) na Ultra Turrax 30 sekundi (staviti u led uzorke).
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 Vortexu i centrifugirano na 10000 rpm

tijekom 5 min (2°C). Sljede¢i korak je izbacivanje supernatantaitoza:

Pellet 1 — kvantifikacija proteina: dodati 1 mIHCI 2N
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Pellet 2 — mjerenje karbonila: dodati 1 ml 0,2% DNPH u HCI 2N

Dobiveni uzorci inkubirani su 1h na sobnoj temperaturi u tami, mijeSajuci svakih 15 min na
Vortex-u. Nakon toga treba ih precipitirati sa 1 ml TCA 10%, promijesani su na Vortex-u 30
sekundi i centrifugirani na 10000 rpm tijekom 5 min (2 'C). Zatim je supernatant izdvojen, a
pelet ispran s 1 ml etanol/etil acetata (1:1), promijesan na Vortex-u i centrifugiran na 10000
rpm tijekom 5 min (2 puta). U sljede¢em koraku pelet je otopljen u 1,5 ml natrijevog
fosfatnog pufera 20 mM (pH 6.5) koji sadrzi 6M guanidin hidroklorida, promijesan i
centrifugiran na 10000 rpm tijekom 5 min da se uklone netopljivi fragmenti. Na ostavljenom

supernatantu mjerena je absorbancija na sljedeéi nacin:

Pellet 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.

Pellet 2 — mjerenje karbonila: mjeri se na 370nm, i izraunava koncentracija karbonila

koriste¢i jednadzbu:
A = ¢*M*1 (3.4

Rezultat se izrazava kao nmol karbonila po mg proteina koriStenjem adsorpcijskog

koeficijenta za proteinske hidrazone & = 21,0 mM™cm™.

Priprema bazdarne krivulje.

Bazdarna krivulja napravljena je s bovine serum albumin (BSA)2mg/mi-otopljeno je 20 mg
(0,02 g) u 10 ml fosfatnog pufera+guanidin hidroklorida. Napravljen bazdarni pravac prema
tablici 3:

Tablica 3. Priprema bazdarne krivulje

BSA (ml) Fosfatni pufer + guanidin ¢ BSA (mg/ml)
hidroklorid (ml)
0 2 0 (SP)
0.5 1.5 0.5
1 1 1
1.5 0.5 1.5
2 0 2

3.2.4. Indeks proteolize

Proteoliticki indeks je dobar pokazatelj intenziteta proteolize, a odreduje se fluorometrijski

(Harkous i sur., 2014). Njegove vrijednosti rastu tijekom tehnolo§kog procesa proizvodnje
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Sunke, a vece su u biceps femoris (BF) nego u m. semimembranaceus (SM) §to se moze
objasniti ve¢im udjelom vode u tom unutra$njem misi¢u pa tako i jaCom proteolitickom

aktivnos$cu (Harkouss i sur., 2015).

Za odredivanje proteoliticke aktivnosti u Sunki razvit ¢e se metoda za odredivanje indeksa
proteolize. Razvit ¢e se fluorometrijska procedura na spektrofluorometru (CLARIOstar
Omega, BMG Labtech) u svrhu odredivanja N- terminalnih a-amino-skupina peptida i
aminokiselina koji ¢e odrazavati intenzitet proteolitickih aktivnosti tijekom tehnoloskog

procesa proizvodnje.

Metoda ¢e se bazirati na fluorescentnom oznacavanju N-terminalnih a-amino-skupina
prisutnih u ekstrakstu Sunke otopljenom u 10%-tnoj trikloroctenoj kiselini (TCA) dok ¢e se za
odredivanje ukupnih proteinskih karbonila razviti DNPH metoda. Ukupni proteinski karbonili
bit ¢e kvantificirani u suspenzijama proteina. Proteini ¢e precipitirati dodatkom 10% TCA.
Jedan plet bit ¢e tretiran sa 2M HCl-om (odredivanje koncentracije proteina) dok ¢e drugi biti
tretiran sa 0,2% (w/v) DNPH u 2M HCI (odredivanje koncentracije ukupnih proteinskih
karbonila). Uzorci ¢e zatim biti precipitirani sa 10%-tnom TCA za ukljanjanje viSka DNPH.
Koncentracija ukupnih proteinskih karbonila ce biti izraZzena na miligram proteina koristeci
koeficijent adsorpcije na 370 nm. Ukupni proteinski karbonili se odreduju kao mjera
oksidacije proteina.Mnoge su se studije usredotocile na interakciju izmedu oksidacije proteina
1 lipida, a povecani dokazi podupiru ideju da oksidacijski proizvodi iz proteina i lipida mogu

dodatno povecati oksidaciju na reciproc¢an nacin (Faustman i sur., 2010).

Indeks proteolize predstavlja odnos neproteinskog 1 ukupnog dusika.Ukupni dusik odreden je
Kjeldahl metodom na homogeniziranim uzorcima misi¢a tezine 0,75g, a rezultati su izraZeni u
miligramima po gramu susene suhe tvari.

Neproteinski dusik se odreduje na nacin koji je opisan u Monin i sur. (1997). Ukratko, dodana
je destilirana voda u 5 g homogeniziranih uzoraka miSi¢a (konac¢na teZina, 50 g) i
homogenizirana pomocu Ultraturax homogenizatora (Janke & Kunkel GmbH, IKA
Labortechnik, Staufen, Njemacka). Zatim je homogenat centrifugiran (1000 rpm tijekom 10
minuta) i prikupljen je alikvot od 10 ml supernatanta i dodan u 10 ml 20% trikloroctene
kiseline. Nakon mijeSanja, smjesa je ostavljena da odstoji tijekom 30 minuta na Sobnoj

temperaturi 1 ponovo centrifugira pod istim uvjetima. Supernatant je propusten kroz filter
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papir (Schwarzband 5891; Schleicher-Schell GmbH, Dassel, Njemacka) i upotrijebljen za
mjerenje dusika pomocu Kjeldahl metode. Neproteinski dusik izrazava se kao postotak

ukupnog dusika.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 4 prikazuje udjele proteinskog dusika u kontrolnim uzorcima te u manje dimljenim

uzorcima.
Tablica 4.Udjel proteinskog dusika u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak Zira
Spol Kastrat | Nazimica | Kastrat | Nazimica AVG | SD | CV
Prote{nskl dusik u kontrolnim 4,95 451 4,52 4,45 461 | 023| 5
uzorcima (%)
Proteinski dusik u manje 468 | 534 | 456 | 52 | 494|038]| 8
dimljenim uzorcima (%)

Kod kontrolnih uzoraka vrijednosti proteinskog dusika kre¢u se u rasponu od 4,45 do 4,95 %
gdje je prosjecna vrijednost 4,61 %. Prosje¢no odstupanje od prosje¢ne vrijednosti iznosi
+0,23 ili 5%. U manje dimljenim uzorcima udjel proteinskog dusika kre¢e se u rasponu od
4,56 do 5,34 % uz prosjecnu vrijednost 4,94 %. Prosjecno odstupanje od prosjecne vrijednosti

iznosi+0,38 odnosno 16 %.

Tablica 5. Udjel ukupnih proteina u ispitivanim uzorcima

Standardna smjesa Uz dodatak zira
_ _ AVG | SD | CV
Spol Kastrat | Nazimica | Kastrat | Nazimica
Proteini u kontrolnim uzorcima (%) 30,94 28,19 28,24 27,78 28,79 | 145| 5
Proteini u manje dimljenim uzorcima (%) | 29,23 33,39 28,5 32,48 309 (239 8

Ranijim istrazivanjima (Armenteros i sur., 2009) utvrden je udjel ukupnih proteina u suhoj
Sunki u iznosu od 32.88% uz prosjecno odsutpanje od prosjecne vrijednosti koje iznosi = 0.79.
Nadalje, u istrazivanju koje su proveli (Senci¢, 2009;Kos i sur., 2015) udjel ukupnih proteina
krece se u rasponu od 25 do 30 %.

U ovom istrazivanju (tablica 4) udjel ukupnih proteina u kontrolnim uzorcima kreée se od
27,78 do 30,94 %, gdje je prosjecna vrijednost 28,79 %. Prosjecno odstupanje od prosjecne
vrijednosti iznosi £ 1,45 ili 5%. Udjel proteina u manje dimljenim uzorcima se krece od 28,5
do 33,39 %, a prosjecno odstupanje od prosjecne vrijednosti iznosi +2,39 ili 8 %. Prosjecna

vrijednost proteina u manje dimljenim uzorcima iznosi 30,9 %.
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Tablica 6 prikazuje udjele neproteinskog dusika u ispitivanim uzorcima.

Tablica 6. Udjel neproteinskog dusika u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak Zira

Spol Kastrat | Nazimica | Kastrat | Nazimica AVG | SD | CV
Neproteinski dusik u kontrolnim uzorcima

(%) 0,91 0,84 0,72 0,57 076 | 015/ 20
Neproteinski dusik u manje dimljenim 0.78 0,80 0,84 0,81 0,81 | 0,025 3
uzorcima (%)

Kod kontrolnih uzoraka udjel neproteinskog dusika kre¢e se u rasponu od 0,57 do 0,91 %,
prosjecna vrijednost iznosi 0,76 %. Prosje¢no odstupanje od prosjeka iznosi + 0,15 ili 20 %.
S druge strane, kod manje dimljenih uzoraka primjecuje se uzi raspon izmjerenih vrijednosti
neproteinskog dusSika, a kre¢u se od 0,78 do 0,84 %. Posljedica uzeg raspona izmjerenih
vrijednosti je i malo prosje¢no odstupanje od prosje¢ne vrijednosti, koje iznosi = 0,025 ili 3

%. Prosjecna vrijednost neproteinskog dusika u manje dimljenim uzorcima iznosi 0,81 %.

Tablica 7 sadrzi podatke o udjelu hlapivog dusika u ispitivanim uzorcima koji se kre¢e u

rasponu od 0,15 do 0,35.

Tablica 7. Udjel hlapivog dusika u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak Zira

o _ AVG | SD | CV
Spol Kastrat | Nazimica | Kastrat | Nazimica
Hlapivi dusik u kontrolnim uzorcima (%) 0,28 0,15 0,15 0,16 0,19 | 0,06 | 34
Hlapivi dusik u manje dimljenim uzorcima (%) | 0,30 0,35 0,17 0,14 024 | 0,10 | 42

Iz prosjecne vrijednosti je vidljivo kako je udjel hlapivog dusika ve¢i u manje dimljenim
uzorcima u odnosu na kontrolne uzorke. Vrijednosti hlapivog dusika u kontrolnim uzorcima
se kre¢u od 0,15 do 0,35 uz prosje¢no odstupanje od prosjeka koje iznosi + 0,06 ili 34%, uz
prosjecnu vrijednost od 0,19 %. Udjel hlapivog dusika u manje dimljenim uzorcima se krece
u rasponu od 0,14 do 0,35 %. Prosjecna vrijednost iznosi 0,24 %. Iz tablice je takoder vidljivo

i vece prosjecno odstupanje od prosjeka, a iznosi 0,10 ili 42 %.
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Tablica 8 prikazuje podatke vezane za indeks proteolize iz ispitivanih uzoraka.

Tablica 8. Indeks proteolize u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak Zira

Spol Kastrat | Nazimica | Kastrat | Nazimica AVG | SD | CV

Indeks proteolize u kontrolnim uzorcima (%) 19,83 18,63 15,93 12,81 16,80 | 3,12 | 19%

Indek:s proteolize u manje dimljenim 16,03 14.98 18.42 15,58 1625 | 1.44 | 9%
uzorcima (%)

Indeks proteolize u konrolnim uzorcima se kre¢e u rasponu od 12,81 do 19,83 %, uz
prosjecnu vrijednost u iznosu od 16,80 %. Prosjecno odstupanje od prosjecne vrijednosti
iznosi + 3,12 ili 19 % . U manje dimljenim uzorcima indeks proteolize se krece u vrijednosti
od 14,98 do 18,42 %, prosjecan indeks proteolize iznosi 16,25 %. Prosje¢no odstupanje od
prosjeka iznosi 1,44 odnosno 9 %. Iz dobivenih podataka ispitivanih uzoraka moze se

primjetiti da nema velike razlike izmedu prosje¢nih vrijednosti indeksa proteolize.

Sadrzaj karbonila odreden je spektrofotometrijski na 370 nm (& = 21,0 mM™cm™), dok je
sadrzaj proteina odreden mjerenjem apsorbancije uzorka na 280 nm. Koncentracija proteina u
svakom uzorku izracunata je na temelju bazdarnog pravca dobivenog mjerenjem apsorbancije
niza razrijedenja BSA (od 05 mg mL' do 2 mgmL%). Bazdardnom
pravcu BSA pridruzenaje odgovaraju¢a jednadzba pravca zatimje izraCunat i Koeficijent
determinacije (R2) koji iznosi 0,994 (slika 9).

Abg 280
153 y=0,591x-0,012 ¢
R?=0,994 .-"'®

e,
°

Slika 10. Bazdarni pravac BSA

Koncentracija karbonila odredena je prema formuliA = &*M*1, a rezultati su izrazeni kao

nmol karbonila po mg proteina koriStenjem adsorpcijskog koeficijenta za proteinske

hidrazone §=21,0 mM™*cm™.
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Tablica 9. Koncentracija karbonila u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak zira

Spol Kastrat Nazimica Kastrat Nazimica
Koncentracija u kontrolnim

uzorcima 26,96 27,10 22,24 26,33

(nmol karbonila/mg proteina)

Koncentracija u manje dimljenim
uzorcima 28,50 26,92 25,33 23,77
(nmol karbonila/mg proteina)

Tablica 9 sadrzi podatke pomocu kojih se usporeduju dobivene koncentracije karbonila u
kontrolnim i manje dimljenim uzorcima.Prosje¢na koncentracija kontrolnih uzoraka je 25,66
nmol karbonila/mg proteina uz odstupanje +£2,30 ili 9%. S druge strane, prosjena
koncentracija karbonila manje dimljenih uzoraka je malo vec¢a u odnosu na kontrolne uzorke,

a iznosi 26,13 nmol karbonila mg™ proteina, uz odstupanije + 2,04 odnosno 8 %.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata te rasprave moze se zakljuciti

sljedece :

1.

Faza dimljenja nije imala utjecaj na proteinski, neproteinski te hlapivi dusik. Udio
proteinskog dusika u kontrolnim uzorcima kretao se u rasponu od 27,78 do 30,94
%, dok se u manje dimljenim uzorcima kretao u rasponu od 28,5 do 33,39 %.
Vrijednosti neproteinskog dusika u kontrolnim uzorcima kretale su se od 0,57 do
0,91 %, kod manje dimljenih uzoraka vrijednosti su se kretale u rasponu od 0,78
do 0,84 %. Za hlapivi dusik vrijednosti su se kretale kod kontrolnih uzoraka u
rasponu od 0,15 do 0,28 %, kod manje dimljenih uzoraka vrijednosti od 0,14 do
0,35 %.

Takoder, faza dimljenja nije utjecala ni na indeks proteolize. U kontrolnim
uzorcima vrijednosti indeksa proteolize su u rasponu od 12,81 do 19,83 %,a u
manje dimljenim uzorcima od 14,98 do 18, 42 %.

Uz pomo¢ DNPH metode odredeni su udjeli karbonila, a njihov sadrzaj kod
kontrolnih uzoraka u prosjeku iznosio je 25,66 nmol karbonila/mg proteina.
Koncentracija karbonila u manje dimljenim uzorcima iznosila je26,13 nmol
karbonila/mg proteina.

Iz dobivenih rezultata koncentracije karbonila u uzorcima, moze se zakljuciti kako
ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih i manje dimljenih uzoraka

te da faza dimljenja nije utjecala na ispitivane parametre.
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