Utjecaj soli na proteoliticke procese i oksidaciju
proteina u trajnom suhomesnatom proizvodu

Zovko, Lucija

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:159:218422

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-27

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:218422
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:2667
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:2667
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:2667

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2017. Lucija Zovko
780/P1



UTJECAJ SOLI NA
PROTEOLITICKE PROCESE |
OKSIDACIJU PROTEINA U
TRAJNOM SUHOMESNATOM
PROIZVODU



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju mesa i ribe na Zavodu za prehrambeno-
tehnolosko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod
mentorstvom dr. sc. Helge Medi¢, red. prof. Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu te uz pomo¢ vise asistentice dr. sc. Nives Marusi¢ Radov¢i¢.



Sveti Toma Akvinski zapisaoje:,,Nitko ne moZe biti zahvalan samome sebi, jer zahvalnost ide

od pojedinca prema drugom covjeku*. Stoga...

Hvala mojoj mentorici prof. dr. sc. Helgi Medi¢ na podrsci, ukazanom povjerenju i pruzenoj
prilici da u Laboratoriju za tehnologiju mesa i ribe izradim Diplomski rad. Posebno hvala
viSoj asistentici dr. sc. Nives Marusi¢ Radovci¢ na bezrezervnom trudu i mnogobrojnim

savjetima, bez kojih ovaj Diplomski rad sigurno nikad ne bih uspjela zavrsiti.

Najvise hvala mojim roditeljima i sestri, kojima i posvecujem ovaj Diplomski rad. Hvala sto
ste mi omogucili studiranje i Sto ste sve ove godine bili uz mene, podrzavali me i imali

razumijevanja! Hvala Vam na beskonacnom strpljenju, razumijevanju i ljubavi...



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju mesa i ribe

Znanstveno podruéje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

UTJECAJ SOLI NA PROTEOLITICKE PROCESE I OKSIDACIJU PROTEINA U
TRAIJNOM SUHOMESNATOM PROIZVODU

Lucija Zovko, 780/PI

Sazetak: Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj soli na proteoliti¢ke procese i oksidaciju proteina u
trajnom suhomesnatom proizvodu u tipu suha Sunka. Uzorci su pripremljeni prema jednakoj
tehnologiji prerade, osim u dijelu vremenskog trajanja procesa soljenja, koje je kod proizvodnje manje
soljenih Sunki bilo skra¢eno s pet na tri tjedna. Ispitivanje je obuhvatilo odredivanje udjela
proteinskog, neproteinskog i hlapivog dusika po Kjeldahlu te indeksa proteolize. Budu¢i da je
formiranje karbonilnih spojeva oznaCeno kao jedna od najistaknutijih modifikacija oksidiranih
proteina, metodom DNPH iz uzoraka su kvantificirane ukupne koli¢ine karbonila. Dobiveni rezultati
pokazuju kako krace (manje) soljene Sunke u prosjeku imaju vece udjele proteinskog, neproteinskog i
hlapivog dusika te veci indeks proteolize §to ukazuje i da su podloznije proteolitiCkim procesima

odnosno u prosjeku im je veca koncentracija karbonila.

Kljuéne rijedi: suha sunka, sol, proteoliza, oksidacija proteina, karbonili

Rad sadrzi: 40 stranica, 7 slika, 8 tablica, 72 literaturna navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: prof. dr. sc. Helga Medi¢

Pomo¢pri izradi: dr. sc. Nives Marusi¢ Radovcié, visa asistentica

Struc¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. lzv. prof. dr. sc. Ksenija Markovié

2. Prof. dr. sc. Helga Medi¢

3. lzv. prof. dr. sc. Sandra Balbino

4. Doc. dr. sc. Klara Kralji¢ (zamjena)

Datum obrane: 28. 09. 2017.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Food Technology
Laboratory for Meat and Fish Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

EFFECT OF THE SALT ON PROTEOLYTIC PROCESSES AND PROTEIN OXIDATION IN
THE DRY-CRED MEAT PRODUCTS

Lucija Zovko, 780/PI

Abstract: The aim of this work was to investigate the effect of salton proteolytic processes and
oxidation of proteins in the dry-cured meat product. The samples were prepared according to the same
processing technology, except the salting process which was shortened from five weeks to three
weeks. The study included the determination of protein, nonprotein and volatile nitrogen content by
Kjeldahl metod and the proteolysis index. Since the formation of carbonyl compounds is designated as
one of the most prominent modifications of the oxidized proteins, the total amount of carbonyls is
quantified from protein samples using the DNPH method. The obtained results show that shorter (less)
salted hams have on average higher part of total, nonprotein and volatile nitrogen, and a higher
proteolytic index, indicating that they are more susceptible to proteolytic processes and have a higher

carbonyl concentration.

Keywords: dry-cured ham, salt, proteolysis, protein oxidation, carbonyls

Thesis contains: 40 pages, 7 figures, 8 tables, 72 references

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaéi¢eva 23, Zagreb.

Mentor: PhD. Helga Medi¢, Full professor

Technical support and assistance: PhD. Nives Marusi¢ Radovcié, Senior Assistant

Reviewers:

1. PhD. Ksenija Markovié¢, Associate professor

2. PhD. Helga Medié, Full professor

3. PhD. Sandra Balbino, Associate professor

4. PhD. Klara Kralji¢, Assistant professor (substitute)

Thesis defended: September 28 2017



Sadrzaj

LU UVOD e 1
2. TEORIISKI DIO ..o 2
2.1. SUHOMESNATI PROIZVODI ... 2
21T PISUL e 3
2.1.2. SUNA SUNKA. ...ttt ee e 4
2.1.2.1. Tehnologija proizvodnje Suhe SUNKE ...............ccccoviciiiiiiiiiiiiiiiiesiee e 5
2.1.3. Soljenje i salamurenje kao metode Konzerviranja mesa...........ccoceveeereneneneeneenen, 7
2.1.3.1. Utjecaj soli na kvalitetu suhomesnatih proizvoda.............ccooevenencieninnnieeen, 8
N O Y [0 (ot - o] () 1[4 - SRS 10
2.2.1.1. Proteinska karbonilacija kao izraz proteinske oksidacije.............cccoovrivriieinennn. 12
2.2.1.2. U1008 MCO ... 14
2.2.1.3. Uloga MiogIoDiNa.........ccoveiiiiieiicie e 15
2.2.1.4. Uloga oksidirajucih [IPida ..................cccoooiiiiiiiiiiiiii e 15
2.2.3. Detekcija i kvantifikacija ukupnih karbonila: DNPH metoda ...........c.ccocvvvieiiennnnn, 16
2.2.4. Proteoliticki procesi 1 oksidacija proteina u suhomesnatim proizvodima.............. 17

3. EKSPERIMENTALNI DIO ..ottt 21
L1 MATERIJAL ...t 21
B2 METODE ..o 22
3.2.1. Odredivanje proteinskog dusika i ukupnih proteina ..........c.cccceervviviniiiiciiiinnn, 22
3.2.2. Odredivanje neproteinskogdusSiKa ..........cccooviiiiiiiiiiii e 24
3.2.3. Odredivanje ukupnih karbonila...........cccoceeviiiiiiiiiii 24
3.2.4. Odredivanje udjela natrijevog Klorida..........c.ccoovviiiiiiiiiiiiic, 25

4. REZULTATI T RASPRAVA ..ot 27
5. ZAKLIUCCT ..ot 33

6. LITERATURA ettt bbb beenne e 34



1. UVOD

Prema definiciji suha Sunka je trajni suhomesnati proizvod od svinjskog buta s kozom i
potkoznim masnim tkivom, bez nogice, bez repa, bez zdjelicnih kostiju, bez dodatka zacina,
koji se konzervira postupcima soljenja, dimljenja, suSenja i zrenja (Pravilnik, 2012). lako je
rije¢ o tradicionalnom hrvatskom suhomesnatom proizvodu, koji se na prostoru Slavonije,
Baranje i zapadnog Srijema proizvodi duze od 300 godina (Kovacevi¢ i sur., 2017), 0 njemu u
literaturi postoji malo podataka i njegova kvaliteta jo§ uvijek nije standardizirana (Senci¢ i
Butko, 2008) odnosno prili¢no je varijabilna u odnosu na kvalitetu nekih drugih hrvatskih

preradevina od svinjskih butova.

Cimbenici kvalitete butova su genotip svinja (pasmine, krizanci, spol i dr.), tehnologija tova
svinja (nacin drzanja, hranidba, tjelesna masa, uvjeti smjestaja i dr.) te postupak sa svinjama
prije klanja dok se u ¢imbenike tehnologije prerade butova (Sunki) ubrajaju nacin obrade
butova, sastav salamure i na¢ini salamurenja, na¢in dimljenja (suSenja), mikroklimatski uvjeti

tijekom prerade, uvjeti zrenja Sunki i dr. (Senci¢ i Butko, 2008).

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

nutritivne vrijednosti (Marusi¢, 2013).

Proteoliza je znacajan niz biokemijskih reakcija u tkivima prsuta, koje sudjeluju u stvaranju
karakteristi¢éne ukupne arome, okusa i mirisa tijekom procesa prerade. Proteoliticka aktivnost
glavna je znacajka endogenih enzimskih sustava u tkivima prSuta. Oni uz limitirajuce
¢imbenike (pH, koncentracija soli 1 vlage itd.), stvaraju nepovoljne uvjete za rast
mikroorganizama, te je i aktivnost mikrobnih enzima unutar prSuta beznacajna (Molina i
Toldra, 1992). Oksidacija proteina primijeCena je i u svjezem mesu koje ima neki stupanj
karboniliranja kao posljedicu oksidativnog stresa in vivo. Medutim, prerada potice oksidaciju
proteina tijekom koje kemijske modifikacije nanesene specificnim bo¢nim lancima amino
kiseline i/ili okosnici peptida mogu dovesti do promjene fizikalnih svojstava proteina,
ukljucujuéi fragmentacije, agregacije, gubitak topljivosti i funkcionalnosti te smanjenu

osjetljivost na proteolizu (Xiong, 2000).

Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj soli na proteoliticke procese i oksidaciju proteina u trajnom

suhomesnatom proizvodu u tipu suhe Sunke.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. SUHOMESNATI PROIZVODI

Trajni suhomesnati proizvodi su proizvodi od razli¢itth vrsta mesa u komadima s
pripadaju¢im kostima, potkoznim masnim tkivom i kozom ili bez njih i dodatnih sastojaka,
koji se konzerviraju postupcima soljenja, salamurenja, susenja i zrenja, sa ili bez dimljenja, do
stupnja primjerenog za konzumaciju bez prethodne toplinske obrade i mogu se puniti u
odgovarajuce ovitke. Moraju posjedovati odredena senzorna svojstva odnosno povrSina im
treba biti suha 1 Cista ili s mjestimi¢nim manjim naslagama plijesni u tankom sloju, a
proizvodi s koZzom moraju imati kozu svijetle do tamnosmede boje, bez zasjeka i drugih
osStecenja. Takoder, moraju biti dovoljno osuseni, a vanjski izgled, izgled presjeka, miris,
okus, konzistencija i tekstura moraju odgovarati zrelom proizvodu i vrsti mesa, a ako su
dimljeni moraju imati miris i okus na dim. Kada je rije¢ o obliku, moraju biti Sto pravilnijeg
oblika, uredno obrezanih rubova i bez zasjeka. Mesnati dijelovi moraju biti svijetlocrvene do
tamnocrvene boje, periferni dijelovi mogu biti tamnije boje dok masno tkivo mora biti ¢vrsto i

bijele boje, a povrSinski slojevi mogu imati Zu¢kastu nijansu (Pravilnik, 2012).

Trajni suhomesnati proizvodi od svinjskog mesa proizvode se i stavljaju na trziSte pod
nazivima: prSut, suha Sunka, suha lopatica, suha vratina, kraska vratina, budola, suha svinjska

pecenica ili pod drugim nazivima (Pravilnik, 2012).

Prsut je 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, sa ili bez dodatka zacina, koji se konzervira
postupkom suhog soljenja ili salamurenja sa ili bez dimljenja, podvrgnut procesima susenja i
zrenja u trajanju od najmanje devet (9) mjeseci, a koji se nakon susenja i zrenja moze stavljati

na trziste otkosten (Pravilnik, 2012).

Suha Sunka je proizvod od svinjskog buta, sa ili bez koze, bez nogice, zdjelicnih kostiju,
krizne kosti 1 repa ili potpuno otkoSten, sa ili bez dodatka zaCina, koji se konzervira
postupkom soljenja ili salamurenja, hladnog dimljenja, susenja i zrenja. Dimljena Sunka je
proizvod od svinjskog buta s koZom i potkoZnim masnim tkivom ili bez njih, s pripadaju¢im
kostima ili bez njih i dodatnih sastojaka, koji se konzervira soljenjem ili salamurenjem,
pasterizacijom i dimljenjem umjereno toplim ili toplim dimom. U proizvodnji dimljene Sunke

nije dozvoljena uporaba dodanih proteina (Pravilnik, 2012).



2.1.1. PrSut

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

pozeljne konzistencije.

Prema Marusi¢ (2013) prSut je trajni suhomesnati proizvod dobiven suhim soljenjem,
ograni¢enom dehidracijom i postupnim kemijsko-enzimatskim transformacijama od svjezeg
svinjskog buta ka gotovom proizvodu koji se odlikuje izvrsnim senzornim osobinama-

ugodnim mirisom i okusom te visokim sadrzajem proteina.

Tijekom proizvodnje prSuta u svinjskom se butu dogadaju kompleksne promjene proteina i
masti te dolazi do gubitka vode i porasta koncentracije soli §to znacajno utjeCe na kakvocu
gotovog proizvoda. Proteini i masti podlijezu enzimskoj hidrolizi i oksidaciji koje, zajedno s
dehidratacijom, pretvaraju svjezi svinjski but u konzervirani proizvod visoke gastronomske i
nutritivne vrijednosti. Razgradnja, posebice intramuskularnih lipida te oksidacija slobodnih
masnih kiselina vode ka formiranju brojnih hlapivih spojeva (aldehida, alkohola, ketona,
alifatskih i aromatskih ugljikovodika, kratkolananih masnih kiselina, estera, derivata furana i
dr.) koji imaju presudnu ulogu u stvaranju karakteristine arome zrelog pr$uta. S nutritivnog
stajaliSta posebno je zanimljiv sadrzaj slobodnih aminokiselina i masno-kiselinski sastav
lipida prSuta. Zbog visoke razine slobodnih aminokiselina probavljivost mesa prSuta znac¢ajno
je visa nego kod svjezeg mesa dijelom zbog ve¢ razgradenih proteina. Sastav intramuskularne
masti prSuta ima povoljan odnos izmedu zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina, a prsut

sadrzi 1 spojeve koji djeluju antihipertenzivno 1 antioksidativno (Marusi¢, 2013).

Klimatski uvjeti Dalmacije, osobito dalmatinske Zagore, izrazito pogoduju tradicionalnom
nacinu proizvodnje prSuta. Zbog toga su danas poznati Krcki, Dalmatinski, Drniski i Istarski
prsut koji po svojim osobinama svakako pripadaju skupini prsuta vrhunske kakvocée. U osnovi
proces proizvodnje prSuta ukljucuje soljenje prethodno obradenog svinjskog buta, potom
postupak susenja i zrenja. lako su navedeni principi zajedni¢ki u proizvodnji svih tipova
prSuta, osnovna sirovina i neki tehnoloski aspekti proizvodnje mogu Se bitno razlikovati $to

dovodi do razli¢itih organoleptickih svojstava priuta.



2.1.2. Suha sunka

U krajevima s hladnijom klimom, koja onemogucéava prirodno suSenje svinjskih butova,
koristeno je dimljenje pa su tako nastale razli¢ite vrste suSenih Sunki. Dimljenje je proces koji
je tradicionalno karakteristian za kontinentalni dio Hrvatske, odnosno Slavoniju i Baranju,
gdje se, kao alternativa prSutu, proizvodi suha Sunka. Konzerviraju¢e djelovanje dimljenja
zasniva se na antioksidativnom i baktericidnom djelovanju dima. Takoder, dimljenjem dolazi
do povecanja otpornosti povrsine dimljenih proizvoda prema djelovanju topline i vode. Vazna
uloga dimljenja je i dobivanje specifiénog mirisa i okusa mesa te zlatnozute boje mesnih
proizvoda. Dim koji se koristi u industriji mesa nastaje sagorijevanjem usitnjenog drveta,
najcescée strugotina bukve, hrasta ili drugih tvrdih drva. Kod dimljenja treba biti vrlo pazljiv
budu¢i da je temperatura sagorijevanja drveta u klasi¢nim puSnicama u domacinstvima visa
od 500 °C, pri ¢emu nastaje ugljiéni monoksid i kancerogeni spojevi. Zbog toga se u

industrijskim uvjetima nastoji posti¢i temperatura izgaranja do 300 °C (Kovacevi¢, 2001).

Suha Sunka (slika 1) trajni je suhomesnati proizvod, dobiven posebnim obradivanjem i suhim
soljenjem svinjskog buta te njegovim dimljenjem i zrenjem kroz odredeno vrijeme, u
specifiénim mikroklimatskim uvjetima Slavonije i Baranje. Na kraju proizvodnog procesa aw
suhe Sunke mora biti nizi od 0,93. Slanost Sunke ovisi o koli¢ini dodane kuhinjske soli, ali 1
duzini suSenja i zrenja. Prevelika koli¢ina soli prikriva druge okuse Sunki, a nedovoljna

uzrokuje njihovu slabiju izraZenost.

Slika 1. Domace suhe sunke (Anonymous, 2014)



2.1.2.1. Tehnologija proizvodnje suhe sunke

Prema Sencicu, proizvodnja Sunke tradicionalno je zapocinjala u kasnu jesen ili zimu, kada
vladaju niske temperature, vazne za sigurno usoljavanje mesa, a zavrsavala je krajem ljeta ili
pocetkom jeseni, kada zavrSava zrenje toga proizvoda. Svinjski su se butovi jace usoljavali,
kako bi se sprijecilo njihovo kvarenje, zatim su se intenzivnije dimili hladnim postupkom, a

na kraju su se, poCetkom ljeta, ostavljali na zrenje u prohladnim prostorima (Sencié, 2009).

Primjerice, Slavonska Sunka proizvodi se vise od 300 godina na podruc¢ju Slavonije, Baranje i
zapadnog Srijema. Rije¢ je o prostoru s umjereno kontinentalnom klimom, a u dijelu godine
kada se tradicionalno obavlja svinjokolja (studeni-veljaca) temperature su niske i kre¢u se u
rasponu 0,5-6,2 °C te je priprema butova i soljenje s minimalnim rizikom od mikrobioloskog
kvarenja, dok je relativna vlaZnost zraka visoka i kre¢e se oko 80-85%. lako u tom razdoblju
pusu sjeverni vjetrovi, suSenje se dodatno pospjeSuje viSetjednim dimljenjem. Porast
temperatura u ozujku i travnju poklapa se sa zavrSetkom faze suSenja i pocetkom faze zrenja
kada se Sunke premjestaju u komore za zrenje sa stabilnim uvjetima temperature i relativne
vlaznosti, neovisno o vremenskim prilikama. Proizvodnja Sunke traje ukupno 7-8 mjeseci

kada zavrSava zrenje Sunke (Senci¢, 2009).

Tradicionalna tehnologija za proizvodnju Sunke uglavnom Se sastoji od soljenja, dimljenja
(uvjetno), odmaranja, susenja i zrenja. Sam tehnoloski postupak proizvodnje Sunke zapocinje
klanjem svinja. Nakon 24 sata hladenja, butovi se primarno obraduju, a faza prerade buta
(hladenje i obrada) traje oko 2 dana. Posto se meso hladi dan i no¢, salamuri se odnosno soli
(do 6 tjedana). Prije soljenja bitno je istisnuti zaostalu krv iz bedrene arterije (a. femoralis) te
iz svih ostalih vidljivo prokrvavljenih dijelova. Potrebna koli¢ina soli je 6-8% mase buta (0,6-
0,8 kg/10 kg buta) (Senci¢, 2009).

Tradicionalan nac¢in je suho soljenje, a po potrebi butovi se izvana i dosoljavaju. Moze se
koristi i mokro salamurenje (s ispustom i tiskanjem/tijeStenjem), pri ¢emu se od zaCina
eventualno koriste ¢esnjak, papar u zrnu, lovor tako da ih sa solju prokuha u vodi odnosno u
salamuri. Sol ima inhibitorni u¢inak na rast nepozeljnih mikroorganizma te potice ili inhibira
aktivnost miSiénih enzima. Premalo soli u mesu omogucava razmnozavanje mikroorganizama
1 kvarenje Sunki, dok viSak soli maskira svaki drugi okus. Bakteriostatski ucinak soli potpun
je samo u kombinaciji s niskom temperaturom, te je zbog toga tijekom faze soljenja vrlo

neophodna niska temperatura u prostoriji za soljenje.



Ucinak soli na usporavanje razmnozavanja nepozeljnih mikroorganizama temelji se na
snizavanju aktivnosti vode a, u Sunki. Nakon utrljavanja soli, butovi se ne otresaju ve¢ se
slazu u bacve ili bazene. Na dno posude butovi se slazu mesnatom stranom okrenutom prema
gore, a na njih se slazu butovi s koZzom prema dolje, te se okre¢u svakih 7 dana. Tijekom
soljenja butova u mesu se nakuplja sol, iz njega izlazi tekuc¢ina s otopljenim tvarima (tzv.
eksudat), a Sunka sadrzi smanjenu koli¢inu vode (Senci¢, 2009). Nakon soljenja butovi se
presaju tako da se sloZze u redove izmedu ploca i opterete. Faza preSanja traje 7-10 dana,
potom se butovi isperu ¢istom vodom i ocijede, nakon cega su spremni za dimljenje, susenje i

zrenje (Kos i sur., 2015).

Slijedi kontrola mirisa misi¢éne mase ubadanjem tanke metalne igle uz glavicu bedrene kosti
§to dublje u miSiénu masu, kao i ispod koze sko¢nog zgloba. Pregledani butovi obrisu se
suhom krpom i vjeSaju na metalne ,,S“ kuke koje se stavljaju iznad petne kvrge (tuber

calcanei) ili drvene Stapove u prostoriji za dimljenje (Senci¢, 2009).

Nakon izjednaCavanja temperature soljenih i ocijedenih butova s temperaturom komore
(prostorije) slijedi faza dimljenja (Kos i sur., 2015). Za postupak dimljenja vrlo je bitna vrsta i
kvaliteta dima stoga se dimljenje treba odvijati na dimu od tvrdog bijelog drveta (bukva,
jasen, grab — piljevina). Dimljenje bitno utje¢e na smanjenje masenog udjela vode u Sunki te
dolazi do povecanja koncentracije soli u proizvodu i osmotskog tlaka, koji u odredenom
trenutku usporava rast veéine nepozeljnih mikroorganizama koji uzrokuju kvarenje mesa.
Sunke treba susiti tako da se voda iz unutragnjosti postupno i trajno kreée prema povrini
(Senc¢i¢, 2009). Za proizvodnju Sunki koristi se hladni postupak dimljenja (T=16 - 22 °C), a

dimljenje se odvija svakih nekoliko dana tijekom 60 dana, ovisno o masi Sunki.

Tijekom suSenja i zrenja Sunki smanjuje se aktivnost vode (ay) U mesu i ona postupno pada
do vrijednosti 0,8 - 0,9 (Girard, 1992, Senci¢, 2009). Rast vecine bakterija inhibiran je kad je
aw manji od 0,91 (Senci¢ i sur., 2010). Limitiraju¢i a, za rast kvasaca je 0,88 - 0,95 a za
plijesni 0,8-0,95 pa su plijesni jedina skupina mikroorganizama koja ¢e se moc¢i razvijati na

kraju susenja Sunki (Senci¢, 2009).

Nakon dimljenja u posebnoj, hladnoj i prozracnoj prostoriji (T = 15 °C, Rh = 75%) odvija se
zrenje Sunki koje traje oko 120 dana. Tijekom procesa zrenja dolazi do razgradnje proteinskih
i lipidnih sastojaka mesa buta pod utjecajem vlastitin enzima (kalpaini, katepsini). Na
aktivnost tih enzima, izmedu ostaloga, utjeCe koli¢ina kuhinjske soli 1 maseni udio vode, pri

¢emu je proteoliza intenzivnija u Sunkama koje sadrze manje soli (Martin i sur., 1998).



Proces proizvodnje Sunke traje oko 223 dana. Od buta mase od 10 kg dobije se nakon ovog
vremena Sunka mase oko 6,2 kg s 59-62% vode. Slika 2 prikazuje shemu tehnologije

proizvodnje suhe Sunke.

cHasiovonsks. UZGOJ SVINJA
svinja ili krizanci

veikog jorkSira,

landrasa i duroka

KLANJE | HLADENJE hladenje
24h

pH24 < 6, OBRADA BUTA | HLADENJE

T=-1-4°C

hladenje < 4 °C

SOLJENJE
T=8-10°C
Rh=75%
traje 30 dana
traje 11 PRESANJE
dana
DIMLJENJE (SUSENJE) T=16-22°C
traje 60 dana
r=15°C ZRENJE
Rh =75%

traje 120 dana

Slika 2. Shema tehnologije proizvodnje suhe sunke (Ceple, 2017)

2.1.3. Soljenje i salamurenje kao metode konzerviranja mesa

Soljenje i salamurenje su kemijske metode konzerviranja mesa koje se koriste u proizvodniji
razli¢itih mesnih proizvoda kao §to su trajne kobasice, slanine, suhomesnati i drugi mesni
proizvodi (Heinz i Hautzinger, 2007). Konzerviranje isklju¢ivo kuhinjskom soli naziva se
soljenje, a salamurenje je konzerviranje solima za salamurenje koje se sastoje od smjese
kuhinjske soli (obvezan sastojak salamure), nitrata, nitrita, ugljikohidrata, polifosfata,
askorbata 1 drugih propisima dopustenih sastojaka. Osim konzerviraju¢eg djelovanja, soljenje
i salamurenje imaju i ulogu poboljsanja organolepti¢kih svojstava mesnih proizvoda (okusa,
boje, teksture i sl.). Meso se moze soliti i salamuriti postupcima suhog, vlaznog ili

kombiniranog salamurenja.



Pri suhom soljenju i salamurenju, sol ili smjesa za salamurenje utrljava se u komade mesa koji
se slazu na postolje ili posudu, nakon ¢ega se dodatno po povrsSini posipaju odgovaraju¢om
koli¢inom soli. Postupak je spor, te se uglavhom zadrzao u domadinstvima. Vlazno
salamurenje izvodi se potapanjem mesa u salamuru ili ubrizgavanjem salamure u misice i
krvne zile mesa (tzv. brzi postupak salamurenja). Vlazno salamurenje potapanjem svodi se na
potapanje komada mesa u salamuru u prikladnim posudama ili bazenima. U salamuri meso
ostaje od nekoliko dana do nekoliko tjedana, ovisno o vrsti proizvoda, ali je vrijeme
salamurenja potapanjem u svakom slu¢aju najmanje dvostruko kra¢e od vremena suhog
salamurenja. U nastojanju da se proces salamurenja skrati, u suvremenoj industrijskoj preradi
mesa prevladavali su postupci salamurenja ubrizgavanjem salamure u krvne zile i u misice, te
kombinirano salamurenje. Za automatsko ubrizgavanje salamure u krvne zile lopatice (a.
brachialis) i buta (a. iliaca externa), te za ubrizgavanje salamure u misi¢e upotrebljavaju se

uredaji s jednom ili viSe igala (,,Pickle injector”).

2.1.3.1. Utjecaj soli na kvalitetu suhomesnatih proizvoda

Kuhinjska sol (natrijev klorid, NaCl) bitan je sastojak mesnih proizvoda, budu¢i da pridonosi
povecanju sposobnosti vezanja vode 1 masti, formiranju boje, okusa i teksture te osiguranju
mikrobioloske ispravnosti gotovog proizvoda (Kovacevi¢ i sur., 2011). Inhibira rast i
razmnoZzavanje mikroorganizama, razara mioglobin pri ¢emu nastaje metmioglobin koji daje
mrkosivu boju mesu, oduzima mesu vodu i djeluje na sposobnost vezanja vode, te uklanja
strane mirise, utje¢e na pH na nacin da zaustavlja smanjenje pH ako je pH prije soljenja bio
iznad 6,0; odnosno utjece na porast pH ako je soljenje izvrSeno u fazi kada je pH bio ispod 6,0
(Toldfa, 2002). Dodatkom 1% NaCl-a sposobnost vezanja vode povecava se za oko 20% a
najveci porast ostvaruje se dodatkom 5% NaCl-a dok vecée koli¢ine uzrokuju denaturaciju

proteina §to rezultira smanjenjem sposobnosti vezanja vode (Kovacevic, 2014).

U visokim koncentracijama sol inhibira rast ve¢ine mikroorganizama, ukljucujuéi ve¢inu onih
koji uzrokuju kvarenje i smanjuje aktivnost enzima mesa. Stetno djelovanje kuhinjske soli na
mikroorganizme tumaci se prije svega povecanjem osmotskog tlaka, koji uzrokuje dehidraciju
bakterijske stanice, te zatim toksicnom djelovanju iona klora, smanjenoj topivosti kisika u
vodi 1 inhibitornom djelovanju NaCl na proteoliticke enzime mesa. Takoder, s pove¢anjem
koncentracije NaCl u salamuri i salamurenim mesnim proizvodima smanjuje se aktivitet vode
koji je jedan od esencijalnih ¢imbenika za razvoj mikroorganizama (Filipovi¢, 2005), a
smanjenjem aktiviteta vode aysmanjuje se i potrebna razina suSenja odnosno smanjuje

mogucnost dobivanja pretvrde Sunke.



Potrebna koli¢ina soli je 6-8% mase buta (0,6-0,8/10 kg mase buta) (Girard i sur., 1992).
Premalo soli u mesu omogucava razmnoZzavanje mikroorganizama i kvarenje Sunki, dok visak
soli maskira svaki drugi okus. Usoljavanje butova s manje soli (3-4%) nego li kod
tradicionalnog soljenja (6-8%), zahtjeva nizu temperaturu i produzeno vrijeme usoljavanja,
koje traje onoliko koliko je potrebno da se u svim dijelovima buta osigura neophodna i

ujednacena slanost.

Osim u svrhu konzerviranja, sol se koristi za poboljSanje organolepti¢kih svojstava Krajnjeg
proizvoda. loni natrija i klora daju slani okus mesnim proizvodima, ali i naglasavaju njihovu
karakteristicnu aromu (HAH, 2014). Sol daje slanost mesu i uklanja strani miris mesa
(Filipovi¢, 2005). Soljenje dodatno uzrokuje povecéanje topljivosti miofibrilarnih proteina
mesa S§to dovodi do poveéane sposobnosti vezanja vode, bubrenja mesa i na taj nacin
poboljSava svojstva krajnjeg proizvoda koji je mekse teksture 1 povecane socnosti (Desmond,
2006). Senzorska svojstva finalnog proizvoda koja se odnose na teksturu, kao $to su mekoca
pri zvakanju, lakoéa narezivanja, odgovarajuca tvrdoca i elasti¢nost vrlo su vazna s gledista
kvalitete trajnih suhomesnatih proizvoda, a izravno su povezana s procesom susenja i

dehidracijom (Krvavica i sur., 2012).

2.2. PROTEINI

S prehrambenog aspekta, u pogledu zastupljenosti u hrani, najznacéajniji predstavnik tvari s
dusikom su proteini. U gradi molekula proteina zastupljeni su Kisik, vodik, ugljik i dusik, a u
nekim i sumpor ili fosfor. Ovi elementi ulaze u sastav aminokiselina. Aminokiselinski sastav
razlicitih proteina nije isti 1 predstavlja najvazniju karakteristiku svakog proteina, a sluzi 1 kao

kriterij vrijednosti proteina u prehrani.

Prosjecni kemijski sastav proteina je: ugljik (50-55%), vodik (6,5-7,3%), Kisik (19-24%),
dusik (15-18%) i sumpor (0-2,4%). Za razliku od ostalih sastojaka hrane, proteini sadrze
~16% dusika, pa se njihovo laboratorijsko utvrdivanje temelji na odredivanju postotka dusika.
Medutim, treba imati na umu da dusik u hrani nije sadrzan samo u proteinima. Dio dusika
nalazi se u nitratima, nitritima, amonijevim solima, slobodnim aminokiselinama, nukleinskim
kiselinama, urei, kreatinu, tiaminu, fosfolipidima i drugim tzv. neproteinskim izvorima dusika
(Koprivnjak, 2014). Prema definiciji EU, koli¢ina proteina u hrani rac¢una se kao ukupni dusik

(odreden metodom po Kjeldahlu) pomnozen faktorom 6,25.

Metoda po Kjeldahlu potjece iz 1883. godine, a razvio ju je njemacki pivar Johann Kjeldahl u



cilju odredivanja proteina u je¢menom sladu. Postupak se odvija u trikoraka, i to: 1. vlazno
spaljivanje uzorka hrane koncentriranom sumpornom kiselinom (tzv. digestija); 2. destilacija
nastalog amonijaka vodenom parom i hvatanje kondenzata u suvisku klorovodi¢ne kiseline; 3.
titracija preostalog dijela kloridne kiseline luzinom. Tijekom vlaznog spaljivanja dolazi do
mineralizacije uzorka, pri ¢emu dusik u reakciji sa sumpornom Kiselinom, uz zagrijavanje,
prelazi u amonijev hidrogensulfat, (NH4)HSO4. U cilju potpune mineralizacije organskog
dusika, otopini se dodaju sredstva za povecanje temperature vreliSta sumporne kiseline (npr.
kalijev ili natrijev sulfat) te katalizatori oksidacije (npr. soli bakra i selena, Kalijev
permanganat, vodikov peroksid). Buduci da je amonijev hidrogensulfat sol formirana od slabe
baze i jake kiseline, amonijak se iz ove soli oslobada dodatkom jake baze u suvisku (obi¢no
otopinom natrijevog hidroksida). Na trzi§tu postoji niz manje ili vi§e automatiziranih uredaja

za odredivanje dusika i proteina po Kjeldahlu (Koprivnjak, 2014).

Prema polozaju u mesu te topivosti proteini se mogu razvrstavati na: misi¢ne miofibrilarne
proteine (nisu topivi u vodi, topivi u slabim otopinama soli), sarkoplazmatske (topivi u vodi) i
stromatske ili vezivnotkivne (nisu topivi u vodi ni u slabim otopinama soli). MiSi¢ni proteini
su punovrijedni, dok proteini vezivnog tkiva imaju znatno manje esencijalnih aminokiselina.
Kao glavni sastojak miSi¢nog tkiva, proteini igraju presudnu ulogu u mesnim proizvodima u
pogledu osjetnih, prehrambenih i tehnoloskih svojstava (Lawrie, 1998) i predmet su brojnih
istrazivanja fokusiranih na modifikacije nastale tijekom postmortalnin promjena,

procesuiranja i skladiStenja mesa i mesnih proizvoda.

2.2.1. Oksidacija proteina

Pojava oksidacije proteina u bioloskim sustavima poznata je i izuCavana ve¢ oko pedeset
godina, dok je do unazad dvadeset godina uglavnom zanemarivana Cinjenica da su misi¢ni
proteini iz hrane osjetljivi na reakcije oksidacije, $to dovodi do potencijalnog ostecenja

kvalitete mesa (Estévez, 2011).

Xiong (2000) navodi kako kemijske modifikacije nanesene specificnim bo¢nim lancima
aminokiseline i/ili okosnici peptida, mogu dovesti do promjene fizickih svojstava proteina,
ukljucujuéi fragmentacije, agregacije, gubitak topljivosti i funkcionalnosti te smanjenu

osjetljivost na proteolizu.

Oksidativna modifikacija proteina je promjena izazvana reaktivnim intermedijatima slobodnih
radikala ili njihovim krajnjim produktima. U procesu oksidativne modifikacije proteina

mijenja se njihova struktura, S$to dovodi do izmjene funkcionalne aktivnosti. Reakcije
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modifikacije strukture proteina pod djelovanjem slobodnih radikala odvijaju se u in vivo
uvjetima i odgovorne su za fizioloski proces starenja, degradacije i obnavljanja proteina, kao i

za regulaciju aerobnog i anaerobnog metabolizma.

Tijekom oksidativne modifikacije proteini mijenjaju primarnu strukturu, kao posljedicu
modifikacije pojedinih aminokiselina, ili kompletnog gubitka neke aminokiseline. Stupanj i
tip efekata na proteinima u velikoj mjeri ovisi o vrsti radikala koji se u reakcijama oslobadaju
kao i od duzine ekspozicije. Na temelju toga izvrSena je podjela moguéih modifikacija: (1)
modifikacija primarne strukture proteina kao posljedica: modifikacije pojedinih
aminokiselina, gubitka pojedinih aminokiselina, agregacije proteina i fragmentacije proteina,
(2) modifikacija sekundarne i tercijarne strukture proteina koja dovodi do promjene
rastvorljivosti (ja¢a hidrofobnost ili hidrofilnost) i promjena naelektriziranosti (ka
pozitivnijem ili ka negativnijem). Promjene fizikalno-kemijskih svojstava proteina ogledaju

se i u smanjenju termicke stabilnosti, promjeni viskoznosti i promjeni fluorescencije.

Kao jedna od najistaknutijin modifikacija oksidiranih proteina oznaceno je formiranje
karbonilnih spojeva (Stadtman i Levine, 2003; Xiong, 2000). U stvari, kvantifikacija ukupnog
iznosa proteinskih karbonila, koriste¢i dinitrofenilhidrazin (DNPH) tehnike (Estévez, 2011)
vjerojatno je najc¢eS¢a metoda za procjenu oksidacije proteina u mesu i bioloskim sustavima

(Estévez i sur., 2008b; Nystrom, 2005; Requena i sur., 2003; Tornvall, 2010).

Kao potencijalni inicijatori oksidacije proteina prepoznati su brojni reaktivni oblici kisika
(engl. Reactive Oxygen Species - ROS) poput superoksida (Oz"), hidroperoksila (HO, ) i
hidroksil (HO") radikala te druge neradikalne vrste poput vodikova peroksida (H,0,) i
hidroperoksida (ROOH) (Estévez, 2011).

Proteini mesa osjetljivi su na reakcije oksidacije koje dovode do formiranja karbonilnih
spojeva. Karboniliranje proteina mesa moze biti inducirano koriste¢i nekoliko ROS sustava
generiranja, ukljuCuju¢i prijelazne metale (engl. Metalcatalyzed Oxidation - MCO),
mioglobinsku oksidaciju i lipid oksidacijske sustave (Decker i sur., 1993; Estévez i sur., 2009;
Estévez i Heinonen, 2010; Park i sur., 2007; Soladoye, 2015).

Slika 3 prikazuje mehanizam oksidacije proteina.
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Slika 3. Mehanizam oksidacije proteina (Soladoye i sur., 2015)

2.2.1.1. Proteinska karbonilacija kao izraz proteinske oksidacije

Karbonilacija je ireverzibilna i neenzimska modifikacija proteina koja ukljucuje formiranje
ostataka induciranih oksidativnim tlakom i drugim mehanizmima (Berlett i Stadtmann, 1997).
Karbonili (aldehidi i ketoni) mogu biti formirani u proteinima razliitim nac¢inima: (1)
direktnom oksidacijom lanaca iz lizina, treonina, arginina i prolina (Requena i sur., 2001), (2)
neenzimskom glikacijom u prisutnosti reduciraju¢ih Secera (Akagawa i sur., 2005), (3)
oksidativnim raspadom peptidne veze putem alfa amidiranja ili putem oksidacije lanaca
glutamila (Berlett i Stadtman, 1997, Garrison, 1987) i (4) kovalentnom vezom za neproteinske
karbonile poput 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ili malondialdehid (MDA) (Soladoye i sur.,
2015).

Izmedu ova Cetiri nacina, direktna oksidacija lanaca osjetljive aminokiseline koristi se kao
glavni nacin za proteinsku karbonilaciju i kao glavni izvor direktnog oksidativnog napada na
proteine (Shacter, 2000; Stadtman, 1990; Stadtman i Levine, 2000). Nadalje, ovo je jedini
mehanizam koji dokazano doprinosi karbonilima iz mesnih proteina (Estévez i sur., 2009;

Estévez i Heinonen, 2010).

Park i sur. (2007) izvijestili su 0o zanemarivom utjecaju razgradnje peptida na proizvodnju
karbonila tijekom in vitro oksidacije mesnih proteina. Ostala tri mehanizma primjenjiva su na

sloZzene sustave prehrane, a relativni doprinos takvih nacina karbonilacije mesnih proteina
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ostaje nepoznat. Formiranje karbonilnih derivata iz lizina, treonina, arginina 1 prolina, obi¢no
se pripisuje MCO sustavima (engl. Metalcatalyzed Oxidation) (Stadtman i Levine, 2003).
Prema ovom mehanizmu, reducirani oblici prijelaznih metala reducirali bi H,O, kako bi se
formirali reaktivni intermedijari (hidroksil radikal) kroz Fenton reakciju (reakcija 2.1) u

neposrednoj blizini osjetljive aminokiseline.
M™ + H,0,M™™* + HO™ + HO* (2.1)

Prisutnost metalnih vezivnih mjesta u proteinima objasnjava da su aminokiselinski ostaci,
smjesSteni na takvim lokacijama, jedinstveno osjetljivi na MCO od strane specificnog
mehanizma za to mjesto (Stadtman i Levine, 2003). U ovom sluc¢aju, neki autori smatraju da
je MCO ograni¢en na metalna vezivna mjesta proteina pri blagim oksidacijskim uvjetima, dok
bi gotovo svi ostaci aminokiselina bili afektirani pri visokim koncentracijama H,0, i metalnih
iona poput Fe?*. Oksidirani oblici takvih iona poput Fe** mogli bi generirati HO,* radikale iz
H,0, kroz Fenton sli¢nu reakciju (reakcija 2.2) (De Laat i Gallard, 1999):

Fe** + H,0, Fe®* + HO* + H' (2.2)

Mnogo je znanstvenih dokaza koji podrzavaju da su oba oblika zeljeza, reducirani i
oksidirani, u moguénosti promovirati in vitro formiranje proteinskih karbonila tijekom ROS
posredovane reakcije (Soladoye i sur., 2015). Zapravo, dva oksidacijska stanja pojedinih
metalnih iona, poput iona zeljeza i bakra, koegzistirali bi u vecini in vitro i bioloskih sustava,
gdje se ponaSaju kao elektron donori (reducirani oblici) i elektron akceptori (oksidirani
oblici). Ovaj redoks ciklus pruza vazna kataliticka svojstva, ukljucujuéi redukciju
molekularnog kisika u radikal superoksidnog aniona (reakcija 2.3), koji se podvrgavaju
uzastopnim reakcijama da bi nastao vodikov peroksid (reakcija 2.4) i hidroksil | (Haber-Weiss
reakcija, 2.5) i raspad lipidnih vodikovih peroksida (LOOH) da bi se formirali peroksil i
alkoksil radikali (reakcije 2.6 i 2.7) (Kanner, Hazan i Doll, 1988).

M™ + 0, M™V* + 0," (2.3)
20, + 2H" Hy0,+ O, (2.4)
0, +H,0, 0, + HO + HO" (2.5)
M™ + LOOH M™Y*+ LO™ + HO" (2.6)
M™D* + | OOH M™ + LOO™ + H* (2.7)
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Kao posljedica MCO, treonin je konvertiran u alfa-amino-3-keto-butansku kiselinu, lizin u
alfa-amino-adipin-polialdehid (AAS) i arginin i prolin u gama-glutamin-polialdehid (GGS).
AAS i GGS originalno su koristeni kao biomarkeri za oksidativna oSteCenja proteinima
(Daneshvar i sur., 1997).

Prema nacinu formiranja, prethodno opisanom od strane Stadtmana i Olivera (1991), a zatim i
od Akagawe i sur. (2006), boc¢ni lanci osjetljivih aminokiselina oksidativno deaminirani su u
prisutnosti prijelaznih metala poput Zeljeza i bakra. Reaktivne vrste napale bi amino skupinu
iz bo¢nih lanaca aminokiseline izdvajanjem vodikova atoma od susjednog ugljika, vodeci
prema formiranju proteinskog radikala s centralnim ugljikovim atomom. U sljede¢em koraku,
oksidirani oblici metalnih iona prihvatili bi usamljeni elektron od ugljikova radikala za
formiranje imino grupe koja je spontano hidrolizirana da se dobije odgovarajuéi aldehidni

ostatak (Akagawa i sur., 2006).

2.2.1.2. Uloga MCO

Decker i sur. (1993) otkrili su da je kombinacija metalnih iona (Fe**/Cu®") s askorbinskom
kiselinom ucinkovita u poticanju oksidacije proteina i formiranju proteinskih karbonila.
Njihovi rezultati pokazuju da nije nuzno dodavanje vodikova peroksida, buduci da prijelazni
metali mogu generirati reaktivne vrste iz kisika i/ili postojeeg vodikova peroksida.
Askorbinska kiselina stvara redoks ciklus reduciraju¢i oksidiranu vrstu metalnog iona na
reducirani par, koji, s druge strane, podupire formiranje ROS s kisikom i/ili vodikovim
peroksidom. Takoder, utvrdili su da je Fe** uginkovitiji u poticanju oksidacije proteina i
formiranju proteinskih karbonila nego Cu®*. Bitno je spomenuti da metodologija koristena od
strane navedenih autora (DNPH-metoda) daje procjenu ukupne koli¢ine proteinskih karbonila

bez obzira na njihovu reaktivnost.

Soladoye i sur. (2015) navode kako su dvanaest godina nakon izvje$¢a Daneshvara i sur.
(1997), u proteinima hrane oksidirane MCO sustavima pronadenis pecifi¢ni protein karbonili
AAS i GGS (Estévez i sur., 2009). Novijim istrazivanjima pronadeno je da AAS i GGS sadrze
70% ukupnih proteina karbonila dobivenih iz umjereno oksidiranih mesnih proizvoda, $to je
kako navode Soladoye i sur. u skladu s izvjes¢ima medicinskih istrazivanja. Analizirajuci
takve specifi¢ne karbonile, Estévez i Heinonen (2010) otkrili suda Cu*" ima veéi uéinak od
Fe** u formiranju AAS i GGS iz miofibrilarnih proteina. Za razliku od Zeljeza, bakar je u
stanju vezati se za odredena mjesta u proteinima poput kolagena, Sto dovodi do poboljSane i

,,Zatvorene* pro-oksidativne akcije prema bocnom lancu aminokiselina u takvim mjestima.
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2.2.1.3. Uloga mioglobina

Osim prijelaznih metala, druge prirodne komponente misi¢a poput mioglobina (Mb) dokazano
unaprjeduju oksidaciju proteina i posebno proteinsku karbonilaciju. Zapravo, Estévez i
Heinonen (2010) otkrili su da H,O, aktiviran mioglobinom unaprjeduje nastanak AAS i GGS
iz miofibrilarnih proteina u ve¢oj mjeri nego Cu**/H,0; i Fe**/H,0,. Takoder, utvrdeno je da
metmioglobin (MetMb) unaprjeduje formiranje karbonila u vecoj mjeri nego metal-
katalizirani oksidirajuéi sustavi (Fe**/askorbinska kiselina/H,0,). U daljnjem istraZivanju,
Park i Xiong (2007), potvrdili su da je MetMb oksidirajuci sustav (MetMB/H20,) uéinkovitiji
u razgradnji individualnih aminokiselina poput lizina, vise nego Zzeljezo-Katalizirani
oksidiraju¢i sustav. U prisutnosti H,O,, mioglobin oblikuje hipervalentne vrste poput
ferilmioglobina (MbFe(1V)=0) za koje je dokazano da pokrecu lipide i oksidaciju proteina.
Vodikov peroksid moze takoder uzrokovati otpustanje zeljeza iz hem molekula i ,,ne-hem*

zeljezo bi kataliziralo reakcije oksidacije.

Promeyrat i sur. (2011) pokazali su da je mioglobin dobar prediktivni marker formiranja
karbonila u mesnim sustavima, u kojima se istice svojom ulogom ucinkovitog unaprjedivaca
karbonilacije proteina. Dok relativni doprinos svakog oblika Zeljeza u oksidaciji proteina u
mesu i mesnim proizvodima moze ostati nedefiniran, hem i ne-hem Zeljezo, kao i bakar,

potencijalni su inicijatori formiranja karbonila u mesnim sustavima.

2.2.1.4. Uloga oksidirajucih lipida

Derivati lipida reaktivnih oksidiraju¢ih vrsta, poput peroksil radikala (ROO¥*), takoder su
potencijalni inicijatori karbonilacije proteina. Inkubacija miofibrilarnih proteina linoleinskom
kiselinom i lipooksidazom, vodi do nekoliko biokemijskih promjena, ukljué¢uju¢i formiranje
karbonilnih spojeva, a utvrdena je i veza lipida i procesa oksidacije proteina tijekom in vitro
oksidacije miofibrilarnih proteina metal-kataliziranim i lipid-oksidiranim sustavima. Dok
proteinska karbonilacija zauzima mjesto u odsustvu lipida (Stadtman i Oliver, 1991), prateca
pojava lipida i oksidacije proteina u mesnim sustavima sugerira prihvatljivu interakciju
izmedu oba fenomena (Estévez i sur., 2008). Ove interakcije mogu ukljucivati recipro¢ni
transfer reaktivnih i nereaktivnih vrsta izmedu lipida i proteina. Prema stopi konstante, OH
radikal ée reagirati brze i s odredenim proteinima poput albumina (8x10™° dm® mol™ s ) il
kolagena (4x10™ dm® mol™" s7'), nego s nezasi¢enim lipidima poput linoleinske kiseline
(9x10° dm® mol ™' s7'). Kao $to je navedeno, rana degradacija lako oksidiraju¢ih skupina koje

sadrZze sumpor u misi¢nim proteinima, moze se smatrati kao endogeni mehanizam zastite od
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stvari, Estévez 1 sur. (2008) promatrali su zastitnu ulogu miofibrilarnih proteina protiv
oksidacije lipida u emulziji ulja u vodi. Kada bi oksidativni stres prelazio antioksidativni
lan¢ane reakcije slobodnih radikala. Nakon $to oksidativna reakcija zapo¢ne, mjerljive
promjene ukazuju da bi oksidacija lipida napredovala brze nego oksidativna degradacija

miofibrilarnih proteina (Estévez i sur., 2008).

2.2.3. Detekcija i kvantifikacija ukupnih karbonila: DNPH metoda

Postoji velik broj metoda za detekciju karbonilnih skupina proteina. NajceS¢e koriStena
metoda Koristi 2,4-dinitrofenilhidrazin, koji u reakciji s karbonilnom skupinom daje stabilni
2,4-dinitrofenil hidrazon. Ta skupina apsorbira ultraljubicastu svijetlost, tako da se ukupni

karbonilni udio proteina moze odrediti spektrofotometrijom (Dalle-Donne i sur., 2003).

Metoda DNPH je rutinski postupak koji omoguéuje kvantifikaciju ukupne koli¢ine karbonila
iz uzorka proteina. Rezultati su nasiroko koristeni kao op¢i indeks oksidacije proteina u mesu

i mesnim proizvodima (Estévez i sur., 2008; Lund i sur., 2011).

Metoda se temelji na reakciji izmedu DNPH s protein karbonilnim spojevima, ¢ime se dobije
2,4-dinitrofenil (DNP) hidrazon proizvod koji prikazuje maksimalnu apsorpciju na oko 370
nm. Postupak ukljuCuje simultano odredivanje karbonilnih derivata i sadrzaja proteina u

uzorku.

Koncentracija DNP  hidrazona izraunava se mjerenjem izreagiranog DNPH
spektrofotometrijski na temelju apsorpcije 22,000 M™ cm™ na 370 nm. Koncentracija proteina
odredena je u kontrolnom uzorku (bez dodane DNPH) pri 280 nm upotrebom BSA kao
standarda. Rezultati su obi¢no izrazeni kao nmol DNP hidrazona po mg proteina. lzvorni
postupak razvijen je za analizu oksidativnog stresa u bioloskim uzorcima, te je nakon toga

koriSten s manjim modifikacijama od strane prehrambenih znanstvenika.

Ove modifikacije ukljucuju tretiranje uzoraka otopinom klorovodi¢ne kiseline i acetona s
ciljem uklanjanja potencijalnih interferencija supstanci kromofora (npr. hemoglobin,
mioglobin i retinoid), i koriStenje visoke ionske jakosti odbojnika kako bi se olaksala

suspenzija posebnih proteina kao Sto su miofibrilarni proteini (Estévez i sur., 2008).
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2.2.4. Proteoliticki procesi i oksidacija proteina u suhomesnatim proizvodima

Proteoliticka aktivnost glavna je znacajka endogenih enzimskih sustava u njihovim tkivima.
Oni uz limitiraju¢e ¢imbenike (pH, koncentracija soli i vlage itd.), stvaraju nepovoljne uvjete
za rast mikroorganizama, te je i aktivnost mikrobnih enzima unutar prSuta beznacajna (Molina

i Toldra, 1992).

Vaznost proteolize kao ¢imbenika kakvocée prsuta, ocituje se na nekoliko nacina. Proteoliza
izravno sudjeluje u formiranju konzistencije prSuta temeljem razgradnje miofibrilarnih
proteina koji grade misi¢nu strukturu. Stvaranjem peptida i slobodnih aminokiselina utjece na
okus prsuta, a slobodne aminokiseline sudjeluju kao supstrat u buduéim reakcijama, koje
doprinose formiranju konac¢ne arome i okusa prsuta, odnosno djeluju kao prekursori arome i
okusa. Najvaznije proteoliticke promjene, koje sudjeluju u stvaranju posebnog okusa i arome
prsuta visoke kakvoce, dogadaju se jedino u produzenom procesu zrenja i kod prSuta niske
koncentracije soli (Toldra i Flores, 1998). Tijek proteolize u prSutu moze jako varirati 0viSno
0 tipu prsuta, kolic¢ini endogenih proteolitickih enzima i specifiénim preradbenim uvjetima. U

osnovi, proteoliza teCe prema slici 4.

| MISICNI PROTEINT |

Katepsini 1 kalpaini
POLIFEPTIDI
|_| peptidaze

T

PEPTIDI

| NEHLAPIVI SPOTEVT | <: :> | HLAPIVI SPOJEVI AROME |

S aminepeptidaze
g SLOBODNE AMINOKISELINE ﬁ

Slika 4. Proteoliza u pr$utu (Toldra, 2002)

Proteoliticki enzimi koji razgraduju miSiéno tkivo post mortem, su miSi¢ne proteaze (Toldra,
2002), a podijeljene su na endopeptidaze (proteinaze) i egzopeptidaze. Endopeptidaze
hidroliziranjem miofibrilarnih proteina i stvaranjem proteinskih ostatakai polipeptida,
sudjeluju u postmortalnom omeksavanju misi¢nog tkiva (Dransfield,1994). Egzopeptidaze
stvaranjem slobodnih aminokiselina, sudjeluju u formiranju okusa i arome prsuta (Nishimura i

sur., 1990). Najvaznije miSi¢ne proteinaze (endopeptidaze) su katepsini i kalpaini dok su
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najvaznije misi¢ne egzopeptidaze podijeljene na amino-, karboksi-, di-, tri-, dipeptidil- i

tripeptidil-peptidaze.

Neki problemi vezani za konzistenciju i organolepticke osobine prSuta povezani su s
intenzitetom proteolize, odnosno s prekomjernom proteolizom. Prekomjerna proteoliza u
prSutu vezana je s genetskom osnovom, hranidbom i1 dobi svinja, §to moze znacajno utjecati
na aktivnost nekih enzima, osobito vi$a razina katepsinske aktivnosti. Posljedica je meksa
konzistencija prsuta i losija ocjena organoleptickih osobina prsuta. Meksa konzistencija prsuta
u pozitivnoj je korelaciji s poviSenom rezidualnom aktivno$¢u katepsina B i nizom razinom
soli (Parolari i sur., 1994) te povisenom rezidualnom aktivnoS$¢u katepsina B+L (Garcia-
Garrido i sur., 2000). Povisena koncentracija peptida i slobodnih aminokiselina, kao rezultat

prekomjerne proteolize, moze uzrokovati neprijatan okus prsuta.

Prema Martin i sur. (1998), povecanjem koncentracije soli smanjuje se stvaranje peptida.
Prekomjerno stvaranje slobodnih aminokiselina tijekom procesa prerade prsuta, rezultat je
intenzivne proteolize u misicnom tkivu. Najce$¢e se u vecoj koli¢ini nalaze alanin, leucin,
valin, arginin, lizin, glutaminska i asparaginska kiselina. Kona¢na koncentracija ovisi o duljini
procesa prerade i tipu prSuta. Ponekad se kao rezultat pojacane proteolize moze javiti
pojacana produkcija peptida, osobito molekulske mase od 26.000 do 87.000, koji uzrokuju
stvaranje povrSinskog bijelog filma nareznoj povrsini prSuta (Toldra i sur., 1990) ili

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

Karbonilacija je ireverzibilna modifikacija proteina koja dovodi do nastanka proteinskih
karbonila, aldehida i ketona, koji naj¢eS¢e nastaju direktnom oksidacijom podloznih bo¢nih
lanaca aminokiselina (Estévez i Heinonen, 2010). Karbonilacija proteina moze se dogoditi u
odsutnosti lipida, ali prateca pojava oksidacije proteina 1 lipida u mesu sugerira interakciju
izmedu te dvije reakcije (Estévez i sur., 2008). Stoga je vazno odrediti i oksidaciju lipida

tijekom istrazivanja oksidacije proteina.

Na oksidaciju proteina 1 aminokiselina utjecu 1 brojni tehnoloski ¢imbenici, ukljucujuci
temperaturu, aktivitet vode i pH vrijednost (Estévez i Heinonen, 2010). Uz proteolizu,
proteini i oksidiraju pa je tako u prSutima, koji prolaze dugi proces proizvodnje, zbog duljeg i

intenzivnijeg susenja, utvrdena veca koncentracija karbonila nego u suhoj plecki.

Lund i sur. (2011) izvijestili su o $tetnim ucincima oksidacije proteina na teksturu i nutritivou
vrijednost proizvoda od mesa. Veza izmedu oksidacije proteina i narusene kvalitete proizvoda

bazira se na korelaciji izmedu proteinskih karbonila odredenih DNPH metodom i procijenjene
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kvalitete (Chan i sur., 2011, Zakrys i sur., 2009). Parametri teksture kao mekoca, so¢nost i
tvrdo¢a mogu biti promijenjeni oksidacijom proteina uslijed inaktivacije proteolitickih enzima
ukljucenih u meksanje mesa i oksidativnih promjena miofibrilrnih proteina i posljedi¢no

tome, njihove smanjene podloznosti proteolizi.

Nutritivna vrijednost proizvoda s oksidiranim proteinima smanjena je uslijed promjene profila
aminokiselina, budu¢i da formiranje proteinskih karbonila ukljucuje ireverzibilnu oksidativnu
modifikaciju esencijalnih aminokiselina kao §to su lizin, arginin i treonin. Stoga je proteinska
karbonilacija mjera Stetnog utjecaja oksidacije proteina na nutritivnu vrijednost proteina hrane

(Estevez, 2011).

Zbog smanjene aktivnosti proteolitickih enzima kao rezultata inhibitornog djelovanja soli,
proteoliticki procesi su pod utjecajem dodataka NaCl. Takoder, primijeceno je da zrenje
prSuta na poviSenim temperaturama dovodi do poja¢anog formiranja neproteinskih dusikovih
spojeva i stoga utjee na tijek proteolize (Harkoussi sur., 2015). Anatomsko mjesto misica
unutar prSuta takoder igra vaznu ulogu u vremenskom tijeku proteolize tijekom proizvodnje
prsuta, zbog razli¢ite kinetike prijenosa soli i vode u svakom misi¢u. Nedavno su Harkouss i
sur. (2014) kvantificirali proteolizu kroz indeks proteolize, u pet razli¢itih svinjskih misSica,
kao funkciju temperature i udjela vode te soli. Poznato je da proteoliza utje¢e na kona¢nu
teksturu prsuta, te se smatra kljuénim parametrom za dobivanje pozitivnih senzorskih svojstva
na kraju procesa. Paralelno s tim, oksidacija lipida, koja je vazan biokemijski proces u hrani
tijekom prerade i skladiStenja, utjece negativno, ali i pozitivno na njezinu kvalitetu (Jin i sur.,

2012).

Oksidacija lipida takoder je bitan faktor i ima pozitivan u¢inak na razvoj tipi¢ne arome prsuta.
Brojna istrazivanja okarakterizirala su oksidaciju lipida u prehrambenim proizvodima ili
ispitala uc¢inak NaCl i temperature na njezin tijek (Harkouss i sur., 2015). Slika 5 prikazuje

tijek procesa lipolize u prSutu.
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Slika 5. Lipoliza u prsutu (Toldra, 1998)

Proteoliticki indeks je dobar pokazatelj intenziteta proteolize, a odreduje se fluorometrijski
(Harkoussi sur., 2014). Njegove vrijednosti rastu tijekom tehnoloSkog procesa proizvodnje
prsuta, a vece su u m. biceps femoris (BF) nego u m. semimembranaceus (SM) §to se moze
objasniti ve¢im udjelom vode u tom unutarnjem miSi¢u pa tako i ja¢om proteolitickom

aktivno$c¢u (Harkouss i sur., 2015).

Slika 6 donosi shematski prikaz proteoliti¢kih i oksidacijskih procesa u prsutu.

| PEPTIDI | C |

EGZOPEPTIDAZE: aminopeptidaze EGZOPEPTIDAZE:
karboksipeptidaze; dipeptidaze tripeptidilpeptidaze
ENDOPEPTIDAZE: {} dipeptidilpeptidaze
katepsini
kalpaini SLOBODNE AMINOKISELINE
dezaminacijom i dekarboksilacijom nastaju: MALI
T_F kiseline, amonijak, amini, aldehidi, sulfidi PEPTIDI

PROTEINI

SUHOMESNATI PROIZVOD
MASTI

‘@ HLAPIVE TVARI
ugljikovodici, alkoholi, ketoni, aldehidi,
I FOSFOLIPIDI | | TRIGLICERIDI | furani, esteri, karboksilne kiseline,

organski spojevisaSiN

I fosfolipaze ” lipaze I [ OKSIDACUA | | KRATKOLANCANE SLOBODNE
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Slika 6. Shematski prikaz proteoliti¢kih i oksidacijskih procesa u prsutu (Anonymous, 2017)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJAL

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

turopoljske pasmine iz otvorenog uzgoja, hranjenih sa ili bez dodatka zira (tablica 1 ).

Tablica 1. Prikaz znacenja oznaka uzoraka

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

- manje soljeno  94A 92A 76A 72A
- standardno 87A 85A 69A 65A

Svinje su bile uzgojene u gateru pokusSalista Agronomskog fakulteta iz Zagreba u
Siljakovagkoj Dubravi, na na¢in da je jedna skupina 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 (Quercus robur L.), koji se nekada tradicionalno koristio u hranidbi
turopoljskih svinja, dok je druga skupina tovljenika tijekom istog razdoblja bila hranjena

samo ST-2 krmnom smjesom.

Prosje¢na dob i zavr§na masa tovljenika prije klanja iznosila je 18,15+1,4 mjeseci i 94,8+11,5
kg. Klanje i klaoni¢ka obrada tovljenika obje skupine obavljeni su prema standardnoj
proceduri u odobrenom objektu (Klaonica 32 d.o.o., Velika Mlaka), a rasijecanje polovica i
prerada mesa u jednom mesno-preradivackom objektu u okolici Zagreba (IGO-MAT d.o.0.,

Otrusevec).

Za standardnu proizvodnju turopoljskih Sunki obradeni butovi ru¢no su natrljani smjesom soli
za salamurenje (do 2,5% na ukupnu masu mesa, NaNO; 0,54-0,66%) i zacina (crni papar,
¢esnjak, zacinska paprika), naslagani u velike PVC kace te ostavljeni na hladnom (T=4 °C) da

se sole kroz pet (5) tjedana.

Nakon soljenja, butovi su hladno dimljeni u dimnoj komori (T=18 °C, RVZ=80%) dimom
bukovog drveta ukupno osam (8) puta, nakon Cega su premjeSteni u komoru na susenje i

zrenje u kontroliranim uvjetima (T=12°C, RVZ=75%).
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Kod proizvodnje manje soljenih Sunki primijenjena je jednaka tehnologija prerade, osim §to je

vrijeme soljenja Sunki bilo skrac¢eno s pet (5) tjedana na tri (3) tjedna.

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 proteinskog dusika i ukupnih proteina

Postupak se zasniva na Kjeldahlovom principu odredivanja koli¢ine dusika prisutnog u
uzorku. Dusik je karakteristi¢ni sastojak svih proteina i u njima ga nalazimo prosje¢no 16%.
Po ovoj metodi koli¢ina ukupnih proteina odreduje se indirektno iz koli¢ine dusika. Postupak

se sastoji od tri faze: vlaznog spaljivanja/oksidacije; destilacije i titracije.

Princip odredivanja. Uzorak je zagrijavan s koncentriranom sumpornom Kkiselinom uz
dodatak katalizatora (CuSQOy,) i soli za povisenje vrelista (Na;SO4) prilikom ¢ega je doslo do
potpune oksidacije organske tvari (CO; i H,0), a dusik koji je pri tome oslobaden u obliku
NH3; sa H,SO,4 dao je (NH4)2SO,4. 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 + CO2 + dr. prod.
Alkalizacija s NaOH u suvisku
(NH4)2SO4 + 2NaOH — 2NH3 + Na2S0s + 2H20
Destilacija u bornu kiselinu u suvisku

3NHs + H3BOs3~ (NH4)3sBO

Titracija amonijevog borata klorovodicnom kiselinom

(NH4)3BO + 3HCI=3NH4CIl+ H3BO3
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Postupak u bloku za spaljivanje. Epruvete za spaljivanje morale su biti Ciste i suhe. Uzorak
je vagan na listi¢ aluminijske folije (2 g s to¢nos¢u + 0,01 g), umotan i ubacen u epruvetu. U
svaku kivetu dodane su2 tablete Kjeldahl katalizatora i 14 mL konc. H,SO, Kkiseline i 5 mL
H,O, te je lagano mijSano dok se uzorak potpuno navlazio. Po zavrSetku reakcije, stalak s
epruvetama stavljen je u digestijsku jedinicu za mineralizaciju i ukljucenje sustav za odvod
para. Prvih 10 minuta spaljivanje je islo uz maksimalan protok vode (10 minuta) nakon ¢ega
se protok vode morao smanjiti na 50%. Mineralizacija je gotova nakon S§to je tekucina u
epruvetama bistra i svjetlo zelene boje. Epruvete su zajedno sa stalkom uklonjene iz
digestijske jedinice i ostavljene da se hlade zajedno s poklopcem do sobne temperature. Tada
je u svaku epruvetu oprezno dodano 80 mL destilirane vode.

Postupak destilacije. Na postolje u destilacijskoj jedinici stavljena je Erlanmayer tikvica u
kojoj se nalazilo 25 mL borne kiseline, zatim je podignuta u gornji polozaj tako da je
destilacijska cjevéica uronjena u otopinu. Kjeldahlova epruveta stavljena je na svoje mjesto i
zatvorena su sigurnosna vratasca. Dozirano je 50 mL 40% NaOH u Kjeldahlovu epruvetu.
Nakon destilacije koja je trajala 4 minute, dobiven je destilat zelene boje Sto je ukazalo na
prisutnost amonijaka. Destilat je morao biti hladen jer bi u protivnhom (da je destilat topliji)

doslo do gubitka amonijaka.

Titracija kloridnom kiselinom. Napunjena je bireta sa 0,2 N HCI i titrirana direktno u

prihvatnu tikvicu. U zavr$noj tocki boja otopine postala je blijedo ruzicasta.

Izra¢un. Udio proteinskog dusika izracunat je prema formuli:

_ (T = B) = c(HCI) = 14,007 = 100

m(uzorak)|mg]

%N

(3.1)

gdje je:

T - utroSeni mL 0,2 M otopine HCI za titraciju uzorka

B - utroseni mL 0,2 M otopine HCI slijepe probe

¢(HCI) = 0,2 mol/L

Iz dobivenog postotka dusika mnozenjem faktorom za meso dobiven je ukupni postotak

proteina u uzorku

Yoproteina = %N * 6,25 (3.2)
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3.2.2. Odredivanje neproteinskog dusika

Priprema uzorka za odredivanje neproteinskog dusika provedena je kako su opisali Monin i
sur. (1997). Neproteinski dusik ekstrahiran je iz homogeniziranog uzorka odvage 2,5 + 0,05 g
upotrebom 25 mL deionizirane vode te centrifugiran. Zatim je dodano 10 mL 20%-tne
trikloroctene kiseline (99% c¢istoce, Merck), mijesano i ostavljeno 60 minuta da se stabilizira
na sobnoj temperaturi. Centrifugirano je na 3500 okr/min tijekom 30 minuta, a supernatant je
filtriran 1 15 mL filtrata koristeno je za odredivanje duSika prema metodi za ukupni dusik
(HRN 1SO 937:1999).

15 mL dobivenog filtrata stavljeno je u Kjeldahlovu epruvetu, dodane su2 tablete katalizatora,
14 mL H2SO4 i 5 mL H202. Spaljivalo se 2 sata (polako pojacavajuci-15 minuta na 1; 30
minuta na 3; 30 minuta na 5 te ostatak vremena na 10). Filtrat je ohladen, dodano je 80 mL
redestilirane vode te destilirano sa 50 mL NaOH s 25 mL borne kiseline. Nakon destilacije
titrirano je s 0,1 M HCl-om (ako je jako mali utroSak moze se staviti 0,02 M HCI).

Izrac¢un. Maseni udio neproteinskog dusika u uzorku racunat je prema formuli

1,4007(V, — V, ) = c,
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 klorovodi¢ne 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). Izvagan je 1 g uzorka u falconicu (u duplikatu) i
homogeniziran s 10 mL pirofosfatnog pufera (pH 7.4; 2 mM NasP207; 10 mM tris-maleat;
100 mM KCI, 2 mM MgClz, 2 mM EGTA) na Ultra Turrax 30 sekundi (uzorci stavljeni u
led). Uzorak je podijeljen na dva alikvota od 0,1 mL (u eppendorficu od 2 mL), u svaki je
dodano 1 mL 10% TCA da perticipiraju proteini, izmijesano na Vortex-u i centrifugirano na

10000 rpm tijekom 5 min (2°C). Sljede¢i korak bilo je izbacivanje supernatanta i to za:
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Pelet 1 — kvantifikacija proteina: dodano 1 mL HCI 2N
Pelet 2 — mjerenje karbonila: dodanol mL 0,2% DNPH u HCI 2N

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

supernatantu mjerena je absorbancija na sljedeci nacin:

Pelet 1 — kvantifikacija proteina: mjeri se na 280 nm, koriste¢i BSA kao standard (0.5-2

mg/mL) u natrijevom fosfatnom puferu 20 mM (pH 6.5) koji sadrzi 6M guanidin hidroklorid.

Pelet 2 — mjerenje karbonila: mjeri se na 370 nm i izracunava koncentracija karbonila
koristeci jednadzbu:
A=F*M* (3.4

Rezultat je izrazen kao nmol karbonila po mg proteina koristenjem adsorpcijskog koeficijenta

za proteinske hidrazone § =21.0 mM™*cm™.

Priprema bazdarne krivulje
Otopina standardnog proteina BSA 2 mgml~! - otopljeno je 20 mg (0,02 g) u 10 mL

fosfatnog pufera+guanidin hidroklorida. Napravljen je bazdarni pravac prema:

Fosfatni pufer +

BSA (mL)  guanidin hidroklorid ¢ BSA
(mL) (mg/mL)
0 2 0 (5P
05 15 05
1 1 1
15 05 15
2 0 2

3.2.4. Odredivanje udjela natrijevog klorida

Dokazivanje i odredivanje udjela natrijevog klorida provedeno je titracijskom metodom po

Mohru (AOAC, 1984) tj. iz volumena otopine AgNO; utroSenog za titraciju uzorka
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izraCunavan je maseni udio natrijevog klorida u ispitivanom uzorku. U ¢asu od 100 mL
izvagano je oko 2g (+/- 0,01 g) dobro usitnjenog i homogeniziranog uzorka, dodano 2-3 mL
tople vode i mije$ano staklenim Stapicem dok se dobila homogena smjesa. Smjesa je
kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu od 100 mL (uz ispiranje ¢aSice vodom), tikvica
dopunjena destiliranom vodom do oznake, zatvorena ¢epom, dobro promijesana i drzana u
kljucaloj vodenoj kupelji 15 minuta od trenutka kada je zakipio sadrzaj tikvice. Tikvica je bila
poklopljena tijekom kljucanja uz povremeno dizanje ¢epa. Otopina u tikvici je ohladena (ako
je potrebno moze se vodom dopuniti do oznake), promije$ana i filtrirana preko filter papira.
Ispitana je pH-vrijednost filtrata pH metrom (pH 7-10); u slucaju da filtrat reagira kiselo
potrebno ga je neutralizirati otopinom natrijevog hidroksida. Od dobivenog filtrata
otpipetirano je 25 mL filtrata u Erlenmeyerovu tikvicu, dodane su 2-3 kapi indikatora -

zasic¢ene otopine K,CrQO4 i titrirano 0,1 M otopinom AgNO3 do prve promjene boje.

Udio NaCl izracunat je prema formuli:

M1go (NaCl) =4 x ¢ (AgNO3)x Vs (AgNO3) x M (NaCl) (3.5
udio NaCl (DDF% *100 (3.6)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 2 prikazuje udjele proteinskog dusika u ispitivanim uzorcima te izracunatu srednju
vrijednost (AVG), standardnu devijaciju (SD) i koeficijent varijacije (CV) unutar dviju

skupina ispitivanih uzoraka.

Tablica 2. Udjel proteinskog dusika u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak zira

Spol Kastrat Nazimica Kastrat Nazimica AVG SD - CV

Protel_nskl dusik u kontrolnim 4,95 4,51 4,52 4.45 461 023 5
uzorcima (%)

Proteinski dusik u manje

o : 4,83 5,90 4,64 4,08 486 0,76 16
soljenim uzorcima (%)

Kod kontrolnih uzoraka udjel proteinskog dusika kre¢e se u rasponu 4,45 do 4,95% uz
prosje¢nu vrijednost 4,61%. Prosje¢no odstupanje od prosjeéne vrijednosti iznosi +0,23 ili
5%. U manje soljenim uzorcima u prosjeku je utvrden veéi udjel proteinskog dusika (4,86%),

ali je unutar ove skupine utvrdeno i vece prosje¢no odstupanje 0od prosjeéne vrijednosti (+0,76

ili 16%).

Udjel ukupnih proteina u kontrolnim i manje soljenim uzorcima izra¢unat je na temelju
prethodno izracunatih udjela proteinskog dusika mnozenjem faktorom 6,25 i ti su udjeli
prikazani su u tablici 3. Udjel ukupnih proteina unutar ispitivanih uzoraka krece se u rasponu
25,48 do 36,92% pri ¢emu treba naglasiti kako su 1 minimalni 1 maksimalni udjeli zabiljeZeni

kod manje soljenih uzoraka.

Tablica 3. Udjel ukupnih proteina u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak zira

Spol Kastrat Nazimica Kastrat Nazimica AVG SD CV

z;oo)temlukontrolnlmuzormma 3094 28.19 2824 2778 2879 145 5

Proteini u manje soljenim

: 30,32 36,92 28,99 2548 30,43 4,79 16
uzorcima (%)

27



Ranijim istrazivanjima (Senci¢, 2009; Krvavica i sur., 2006, Kos i sur., 2015) udjel ukupnih
proteina u suhoj Sunki (Slavonska Sunka) utvrden je u rasponu od 25 do 30%. U ovom
istrazivanju kod standardnih uzoraka udjel ukupnih proteina kre¢e se u rasponu 27,78 do
30,94% uz prosjecnu vrijednost od 28,79%. Prosjeéno odstupanje od prosje¢ne vrijednosti

ukupnih proteina unutar ove skupine uzoraka iznosi + 1,45 ili 5%.

Manje soljeni uzorci u prosjeku imaju veci udjel ukupnih proteina (30,43%), ali i vece
prosje¢no odstupanje od prosjeéne vrijednosti (= 4,79 ili 16%). Pojedinac¢ni udjeli ukupnih
proteina unutar skupine manje soljenih uzoraka krecu se u rasponu od 25,48 do 36,92%.

Sadrzaj proteina manje soljenih Sunki (30,43%) blizu je vrijednosti (29,95%) koju Sencic¢ i
sur. (2010) navode za Slavonsku Sunku, nesto veci od vrijednosti (25,8-27,2%) koju za
Srijemsku Sunku navode Vukovi¢ i sur. (2005) ili Baldini 1 sur. (1993) za Parmski prSut

(26,80%), a znacajno manji od vrijednosti (40,73%) koju navodi Karolyi (2002) za Istarski

priut.

Tablica 4 prikazuje udjele neproteinskog dusika u ispitivanim uzorcima.

Tablica 4. 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 0,76 0,15 20

Neproteinski dusik u manje

e : 0,85 0,95 0,87 0,82 0,87 0,06 6
soljenim uzorcima (%)

Vidljivo je kako se udjel neproteinskog duSika unutar ukupno ispitivanog uzorka krece u
rasponu od 0,57 do 0,95%, te kako manje soljeni uzorci imaju vecu prosje¢nu vrijednost

neproteinskog dusika u odnosu na kontrolne uzorke.

Kod kontrolnih uzoraka udjel neproteinskog dusika zabiljezen je u rasponu 0,57 do 0,91% uz
prosje¢nu vrijednost od 0,76% i prosjeéno odstupanje +0,15 ili 20% od prosjeka. S druge
strane, manje soljeni uzorci imaju znacajno uzi raspon izmjerenih udjela neproteinskog dusika
(0,82 do 0,95%), vecu prosjecnu vrijednost (0,87%) te malo prosje¢no odstupanje od prosjeka
(£ 0,06 ili 6%).
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Tablica 5 sadrzi podatke o udjelu hlapivog dusika u ispitivanim uzorcima koji se krec¢e u

rasponu od 0,15 do 0,34%.

Tablica 5. Udjel hlapivog dusika u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak Zira

Spol Kastrat Nazimica Kastrat Nazimica AVG SD - CV

Hlaplyl dusik u kontrolnim 0,28 0.15 0,15 0,16 019 006 34
uzorcima (%)

Hlapivi dusik u manje soljenim

. 0,20 0,34 0,30 0,23 0,27 0,06 24
uzorcima (%)

Vidljivo je kako je udjel hlapivog dusika ve¢i u manje soljenim uzorcima, uz manje prosjeéno
odstupanje od prosjeka (prosjecna vrijednost 0,27% uz odstupanje = 0,06 ili 24%). Hlapivi
dusik u kontrolnim uzorcima kre¢e se u rasponu od 0,15 do 0,28% dok je prosje¢no
odstupanje od prosjeka (0,19%)+ 0,06 ili 34%.

Tablica 6 donosi podatke o indeksu proteolize u ispitivanim uzorcima. Temeljem utvrdenog
veceg udjela neproteinskog i ukupnog dusika u manje soljenim uzorcima utvrden je i veéi

prosjecan indeks proteolize (18,14%) u odnosu nakontrolne uzorke (16,80%).

Tablica 6. Indeks proteolize u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak zira

Spol Kastrat Nazimica Kastrat Nazimica Vo 0 Y

Indeks proteolize u 1983 1863 1593 1281 16,80 312 19%
kontrolnim uzorcima (%)

Indeks proteolize u manje

o : 17,60 16,10 18,75 20,10 18,14 1,70 9%
soljenim uzorcima (%)

Indeks proteolize u kontrolnim uzorcima krece se u rasponu 12,81 do 19,83% uz prosje¢no
odstupanje od prosjecne vrijednosti (16,80%) + 3,12 ili 19% dok se indeks proteolize u manje
soljenim uzorcima kreée u rasponu od 16,10 do 20,10% uz prosjec¢no odstupanje od prosjecne

vrijednosti (18,14)+ 1,70 ili 9%.
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Ocekivano indeks proteolize vec¢i je u manje soljenim uzorcima §to je u skladu s
istrazivanjima Martina i sur. (1998) koji su utvrdili da je proteoliza intenzivnija u Sunkama
koje sadrze manje soli, ali i sa istrazivanjima Toldra i Floresa (1998) koji su utvrdili da se

najvaznije proteoliticke promjene u Sunki dogadaju kod Sunki niske koncentracije soli.

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

proteina procijenjen mjerenjem apsorbancije uzorka na 280 nm.

Koncentracija proteina u svakom uzorku izraCunata je na temelju bazdarnog pravca

dobivenog mjerenjem apsorbancije niza razrjedenja BSA(od 0,5 mg mL™*do 2 mg mL™).
Bazdardnom pravcu BSA pridruzena je odgovarajuca jednadzba pravca te je izraCunat i
koeficijent determinacije (R?) koji iznosi 0,994 (slika 7).

Sto je koeficijent determinacije bliZi 1, prilagodba linearnog modela podacima je bolja te se
moze zakljuéiti da dobiveni podaci veoma dobro opisuju stvarni sastav proteina u BSAi mogu

se koristiti za identifikaciju proteina u uzorcima suhe sunke.

Abs 280

1,4
2
N 12 y=0,5919x-0,012 ¢
] R?=0,9945 ..."'®
< 3

0,8

0,6 .

0,4

o
0,2
0 @~
0 0,5 1 1,5 2 2,5
-0,2

koncentracija BSA [mg/ml]

Slika 7. 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 7 donosi usporedne podatke o utvrdenim koncentracijama karbonila u kontrolnim i

manje soljenim uzorcima.

Tablica 7. Koncentracija karbonila u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna smjesa Uz dodatak zira
Spol Kastrat Nazimica Kastrat Nazimica

Koncentracuq u kontroln!m uzorcima 26.96 27.10 22.24 26.33
(nmol karbonila/mg proteina)

Koncentracija u manje soljenim uzorcima

(nmol karbonila/mg proteina) 28,10 2593 27,40 26,34

Svega nekoliko istrazivanja bavilo se utjecajem soli na nastanak proteinskih karbonila, ali bez
konkretnih rezultata (Montero i sur., 2005, Shimizu i sur., 2009). Dodatak soli ima utjecaj na
ionsku jakost okoline §to dovodi do vece izlozenosti 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).

Iz tablice 7 vidljivo je kako je prosje¢na koncentracija karbonila veéa u manje soljenim
uzorcima (26,94 nmol karbonila/mg proteina) uz prosje¢no odstupanje + 0,99 ili 3,7% dok je
prosjeéna koncentracija kontrolnih uzoraka 25,66 nmol karbonila/mg proteina uz odstupanje
+2,30 ili 8,98%.

U tablici 8 dani su podatci o postotonom udjelu soli (NaCl) u ispitivanim uzorcima.

Tablica 8. Udjel soli u ispitivanim uzorcima

Hranidba Standardna srTue.sa Uz dodatak .21r.a AVG SD  CV
Spol Kastrat Nazimica Kastrat Nazimica

Udjel NaCl ukontrolnim 10,94 796 8,99 846 9,09 130 14,36
uzorcima (%)

Udjel NaCl u manje 5,81 59 8,00 642 653 101 1553

soljenim uzorcima (%)

Udjel NaCl u kontrolnim uzorcima krece se u rasponu 7,96 do 10,94% uz prosjecno

odstupanje od prosjeéne vrijednosti (9.09) + 1,30 ili 14,36% dok se u manje soljenim
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uzorcima udjel NaCl krece u rasponu od 5,81 do 8,00% uz prosje¢no odstupanje od prosjecne
vrijednosti (6,53) + 1,01 ili 15,53%.

Udjeli soli ovisno o tipu trebali bi se kretati izmedu 4 i 6% NaCl kod umjereno slanih Sunki
do 8 do 9% 1 viSe kod slanih Sunki (Krvavica, 2006; Krvavica 1 Pugum 2007). Prema
literaturnim podacima, prosjecna koli¢ina soli u Slavonskoj Sunki iznosi 8,37% (Senci¢ i sur.,
2010), u Dalmatinskom prsutu 6,01-7,28% (Kos i sur., 2009), u Parmskom prSutu 4,2-6,4%
(Benedini i sur., 2012; Lauterati i sur., 2014), u San Daniele prsutu 4,9-6,9% (Giovanelli i
sur., 2016), u Toskanskom prSutu <8,3% (Lauterati i sur., 2014), u Iberijskom prsutu 6,24%
(Andres i sur., 2005) i u Srijemskoj Sunki 4,9-6,3% (Vukovi¢ i sur., 2005).

Udio soli opcenito je visi Sto je u fazi soljenja dodano vise soli, a trajanje soljenja duze. U
ovom istrazivanju u fazi soljenja dodani su isti udjeli soli, ali je faza soljenja u manje soljenih
uzoraka trajala dva tjedna krace. Dobiveni rezultati koji su nizi kod manje soljenih uzoraka
(6,53%=1,01) potvrduju utjecaj duljine trajanja faze soljenja na udjel soli u suhoj Sunki (ista
koli¢ina NaCl uz dva tjedna kra¢u fazu soljenja rezultirala je nizim udjelima soli u suhoj

Sunki).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih ispitivanja moze se zakljuciti:

1. Manje soljeni uzorci suhe Sunke imaju veéi udjel proteinskog dusika u odnosu na
kontrolne uzorke (4,61%:=+ 0,23 naspram 4,86% =+ 0,76 kod kontrolnih uzoraka) te u
prosjeku veci udjel ukupnih proteina (30,43%=+ 4,79).

2. Takoder, u manje soljenim uzorcima utvrdene su veCe prosjeéne vrijednosti
neproteinskog i hlapivog dusika.

3. Indeks proteolize veéi je u manje soljenim uzorcima Sto je u skladu s ranijim
istrazivanjima koja su potvrdila da je proteoliza intenzivnija u Sunkama koje sadrze
manje soli, ali i da se najvaznije proteoliticke promjene u Sunki dogadaju kod Sunki
niske koncentracije soli.

4. U kontrolnim uzorcima indeks proteolize kre¢e se u rasponu 12,81 do 19,83% uz
prosjecno odstupanje od prosjecne vrijednosti (16,80%) + 3,12 ili 19% dok se indeks
proteolize u manje soljenim uzorcima kre¢e u rasponu od 16,10 do 20,10% uz
prosjecno odstupanje od prosje¢ne vrijednosti (18,14) = 1,70 ili 9%.

5. Pomo¢u DNPH metode odredeni su udjeli karbonila koji su nesto veci u uzorcima s
manje soli i njihova koncentracija u prosjeku iznosi 26,94 nmol karbonila/mg proteina.

6. Udjel NaCl u kontrolnim uzorcima krece se u rasponu 7,96 do 10,94% uz prosje¢no
odstupanje od prosjecne vrijednosti (9.09) + 1,30 ili 14,36% dok se u manje soljenim
uzorcima udjel NaCl krec¢e u rasponu od 5,81 do 8,00% uz prosjecno odstupanje od
prosjecne vrijednosti (6,53) + 1,01 ili 15,53%.

7. NaCl usporava (ko¢i) proteolizu zbog ¢ega su manje soljeni uzorci Sunke podlozniji

procesima proteolize.
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