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Abstract:

The aim of this work was to study the influence of addition of NaCl on the activity of enzymes
responsible for the biochemical processes of proteolysis and lipolysis in dry-cured ham. In addition to
its primary conserving effect, NaCl also contributes to the development of the taste of meat products.
In dry-cured hams, the concentration of NaCl most often ranges from 4 to 6 %, depending on the type
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enzymes, acidic lipase of muscle tissue is significant, which is strongly activated by NaCl unlike other
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1. UVOD

Prilikom proizvodnje i zrenja prsuta, u njemu se odvijaju mnogobrojni biokemijski procesi. Od
njih su za kvalitetu i konaan okus prsuta najzna&ajniji procesi proteolize i lipolize. Proteoliza
u prdutu je kompleksni biokemijski proces kojim se proteini miSicnog tkiva razgraduju na manje
jedinice: peptide i slobodne aminokiseline, a tijekom lipolize razgraduju se potkoZno i misi¢no
masno tkivo. Oba ova procesa svojim produktima doprinose kona&noj aromi, okusu i teksturi
prsuta. Pozitivan ishod sinergije ovih procesa o€ekuje se samo u produZenom zrenju priuta i
uz nizak udio NaCl. Sadrzaj enzima koji provode ove biokemijske promjene prvenstveno ovisi
o ante mortem Cimbenicima, odnosno kvaliteti sirovine, no njihova aktivnost u proizvodniji
prsuta ovisi 0 post mortem Cimbenicima, odnosno nacinu obrade. Jedan od vaznijih Cimbenika
je koncentracija dodanog NaCl tijekom proizvodnje koji na vecinu tih enzima djeluje
inhibirajuce, uz neke iznimke na koje djeluje aktivirajuée. Ovaj rad ¢ée na temelju dostupnih
znanstvenih radova prouciti utjecaj dodatka razli€itih koncentracija NaCl na enzimske procese

u prsutu i njihov odraz na kvalitetu finalnog proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. DEFINICIJA PRSUTA

Prsut je trajni suhomesnati proizvod od svinjskog buta s kostima, sa ili bez koze i potkoZnog
masnog tkiva, sa ili bez nogice, bez repa, sa ili bez zdjeliénih kostiju. Proizvodi se postupkom
suhog soljenja ili salamurenja, uz moguénost dodatka drugih zacina ili zacinskog bilja, nakon
Cega slijede procesi sudenja i zrenja, sa ili bez provedbe postupka dimljenja. Nakon susenja i
zrenja, moze se stavljati na trziSte otko&ten. Proces postupka proizvodnje prSuta mora trajati
najmanje devet mjeseci (Pravilnik o mesnim proizvodima, 2018). Rije¢ prsut potiCe iz
talijanske rijeci prosciutto koja oznaCava usoljeni, zainjeni i osuSeni zreli svinjski but, a
konzumira se narezan na tanke listove koji su u pravilu jednake duZine i Sirine. Proizvodnja
préuta tradicionalno je vezana za mediteranske zemlje, osobito Italiju, Spanjolsku, Francusku
i Hrvatsku, odakle potje€e najveci broj razliCitih vrsta prSuta. Neki od poznatijin prSuta s
navedenih podrucja su Spanjolski Iberijski prSut od autohtone iberijske crne svinje hranjene
sa zirom, a zrenje ovog prsuta traje oko 2 godine. Iberijski prsuti sadrze i do tri puta viSe
intramuskularne masti od prsuta proizvedenih od bijelih svinja. Iz Spanjolske dolazi i Serrano
prsut specifi¢an po tome da se prije faze suSenja i zrenja ispire vodom kako bi se uklonio viSak
soli. Predstavnici talijanskih prSuta su Parma i San Daniele, a predstavnik francuskog prsuta
je Bayonne (Gonzalez i Ockerman, 2000). Hrvatska ima Cak Cetiri zasticena prsuta, a to su:
Dalmatinski, Drniski, Krcki i Istarski. Prva tri nose zasti¢enu oznaku zemljopisnog podrijetla, a
Istarski posjeduje zasticenu oznaku izvornosti. Svima je zajednic¢ka oznaka kvalitete Europske
unije. Ovi priuti moraju se proizvoditi po strogo definiranom protokolu kako bi se mogli diciti

navedenim nazivima.



2.2. TEHNOLOGIJA PROIZVODNJE PRSUTA

S tehnoloskog aspekta, proces proizvodnje prSuta smatra se procesom koji se odvija pri
stabilnim uvjetima. Tijekom svih faza procesa temperatura ne prelazi 30 °C, relativna vlaznost
zraka je izmedu 70 i 95 %, a pH mesa u rasponu od 5,5 do 6,5. Tijekom soljenja, temperatura
se odrzava ispod 6 °C kako bi se usporila enzimska aktivnost i izbjeglo kvarenje. Kada prilikom
suSenja temperatura poraste na 20-25 °C zapoc€inju intenzivnije biokemijske promjene. U fazi
zrenja na oko 14-16 °C te promjene se nastavljaju. Vecina enzima stabilna je tijekom cijelog
procesa proizvodnje, a kod nekih prsuta i do dvije godine od pocetka proizvodnje (Krvavica,
2006). Tradicionalni nacin proizvodnje prsuta ukljuCuje obradu svinjskog buta, suho soljenje,
susenje i zrenje sa ili bez dimljenja, ovisno o tipu priuta. U industrijskoj proizvodnji koristi se
salamura u koju se osim soli i za€ina mogu dodavati i nitrati, nitriti, glukoza i askorbinska
kiselina. Nakon salamurenja obi¢no slijedi odsoljavanje, tj. pranje ili potapanje butova u
hladnoj vodi kako bi se smanjio udio soli u prSutu. Na ovaj nacin se uklanja viSak soli iz
povrsinskih slojeva buduéi da u tom trenutku difuzija soli jo$ nije privedena kraju. Naime,
difundiranje soli sa povrSine u unutrasnjost buta traje i do dva mjeseca nakon salamurenja.
Uklanjanjem viska soli sa povrSine sprje€ava se nastanak potencijalno preslanog prsuta, a
utjeCe se i na sloZene biokemijske promjene unutar prsuta poput proteolize i lipolize. Kroz cijeli
proces proizvodnje prSuta prisutan je i gubitak vode koji rezultira gubitkom mase, odnosno
kalom. U industrijskoj proizvodnji, ukoliko trziSte trenutno diktira jeftiniju sirovinu, uobi¢ajeno
je provesti zamrzavanje svjeze obradenih svinjskih butova. No, takav postupak znatno
narusava senzorske osobine finalnog proizvoda i nije dozvoljen za tradicionalnu proizvodnju
zasti¢enih prSuta. Naime, kristali leda koji nastaju prilikom zamrzavanja butova uzrokuju
oSteéenje i poroznost tkiva, a time je omoguéena brza apsorpcija salamure u misi¢no tkivo
(Medi¢ i sur., 2018). Kalo zamrznutih i zatim soljenih butova je veci, a biokemijski procesi u
njima intenzivniji nego kod tradicionalne proizvodnje. Toldra i Flores (1997) opisuju

tradicionalni postupak proizvodnje prsuta u Cetiri faze:



1.) Predsoljenje-nakon prijema i klasifikacije svinjskih butova, sol se utrljava na tanju misicnu

povrsinu.

2.) Soljenje-bez dodatka vode, dolazi do spontane difuzije soli zbog prisutnosti slobodne vode
u butovima. Butovi se okre¢u tako da im je masnija strana dolje, potpuno su okruzeni solju i
medusobno se ne dodiruju. Ova faza obi¢no traje 8-10 dana (1-1,5 dan/kg buta) pri

temperaturi 2-4 °C.

3.) Postsoljenje-dolazi do izjednaavanja koncentracija soli, pri temperaturi ispod 4 °C, u

trajanju od 20 dana do 2 mjeseca.

4.) SuSenje i zrenje-butovi se stavljaju u prirodne ili klimatizirane komore uz regulaciju relativne
vlaznosti (RH) i temperature. Temperatura se obi¢no odrzava izmedu 14 i 20 °C, a RH se

smanjuje sa 90 na 70 %. Ova faza moZe trajati od 6 do 18 mjeseci, ovisno o tipu prsuta.



2.3. ULOGA NaCl U PROIZVODNJI PRSUTA

Dodatak soli je jedan od najstarijih nafina konzerviranja hrane. Prema Girardu (1992)
dodatkom 5 % soli na ukupnu masu prSuta inhibira se rast anaerobnih mikroorganizama, a
dodatkom dvostruko veée koncentracije inhibiran je rast veéine mikroorganizama. Soljenje
mesa moze se provesti na nekoliko nacina, a za prSute se primjenjuje suho soljenje, odnosno
trljanje povSine mesa solju. Ukoliko se provodi mokro soljenje, tada se meso potapa u
salamuru, a industrijski model soljenja ukljuuje injektiranje salamure u meso (Belitz i sur.,
2009). Sol u mesu ima ulogu polifunkcionalnog dodatka pa tako osim svog konzervirajuéeg
ucina sudjeluje i u oblikovanju okusa i arome, utjeCe na teksturalna svojstva mesa, a djeluje
pozitivno i na prinos nekih mesnih proizvoda buduci da poveava sposobnost vezanja vode.
Ukoliko prsut ima viSe masnog tkiva bit ¢e izrazeno sinergijsko djelovanje masti i soli, pa ce
takav prsut biti slaniji nego onaj sa manjim udjelom masti. No, s aspekta oksidacije, NaCl
djeluje kao prooksidans i dovodi do brze oksidacije i pojave uzeglog okusa u prSutu. Ovaj
problem moze se rijesiti dodatkom nitratne soli uz NaCl. Osim bakteriostatskog ucinka i
formiranja okusa, sol ima znadajan utjecaj i na enzime misiénog i masnog tkiva (Zlender,
2009). Udio soli u prSutu nije propisan Pravilnikom o mesnim proizvodima. No uobi¢ajene
koncentracije soli u zrelim pr8utima, ovisno o tipu, kre¢u se izmedu 4 i 6 % kod umjereno
slanih prduta i izmedu 8 i 9 % kod slanih tipova prSuta. Tako primjerice prema specifikacijama
hrvatskih prSuta, sadrzaj soli u prdutima mora biti izmedu 4,5-7,5 %, ukoliko se na trZiste
stavljaju pod imenom ,Dalmatinski prdut‘, odnosno manje od 8 %, ukoliko se na trZiste
stavljaju pod imenom ,Istarski prsut®. Ukoliko se pr3ut stavlja na trziste pod imenom “Drniski
prsut”, sadrzaj soli u njemu ne smije biti veéi od 7 %, a ako se proizvod stavlja na trziSte pod

imenom “Kr&ki prSut”, udio soli u njemu kre¢e se od 4 do 8 % (Krvavica, 2006).

2.4. METODE ODREDBIVANJA NaCl U PRSUTIMA

2.4.1. Metoda po Mohr-u

Metoda po Mohr-u je klasi¢na validirana metoda za odredivanje udjela soli u prehrambenim
proizvodima, a prikladna je za uzorke cija se pH vrijednost kre¢e od 6,5 do 9. Ukoliko pH
uzorka nije u ovom rasponu, pH uzorka treba prilagoditi zahtjevima. Metoda se temelji se na
titracijskom odredivanju udjela kloridnih iona titracijom sa srebrovim nitratom (AgNO3). Iz
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koliine uzorka prduta uzete za analizu i volumena AgNOs; utro$enog za titraciju izraCunava
se udio NaCl u ispitivanom uzorku. Kao indikator za titraciju koristi se kalijev kromat
(K2CrQg4), a titrira se do pojave postojane crvene boje. Za analizu se uzima viSe uzoraka
istog priuta, a kao rezultat se uzima srednja vrijednost rezultata. Ova metoda je invazivna
buduci da se prSut mora uzorkovati, a uzorak zatim usitniti i homogenizirati kako bi se

mogao analizirati (Visy i sur., 2021).

2.4.2. Odredivanje NaCl pomoc¢u X-zraka

U industrijskoj proizvodnji prSuta pronaslo se inovativno rjeSenje za predvidanje sadrzaja soli
u prsutu koje nije invazivno i omogucuje pravovremene modifikacije u procesu proizvodnje
prSuta kako bi se dobio proizvod optimalne kvalitete (Haseth i sur., 2012). Naime, radi se o
ispitivanju sadrzaja NaCl u prsSutima primjenom X-zraka. U industrijskim uvjetima proizvodnje
radi se sa velikim brojem prSuta istovremeno i teSko je u svakome postici isti sadrZaj soli,
odnosno ista senzorska svojstva. Ukoliko prsut ima previse NaCl bit ¢e preslan, a ukoliko ga
ima premalo bit ée premekan, no u oba slu€aja odbojan potroSacima. Kako se suociti sa ovim
problemom, predlozili su Fulladosa i sur. (2015) kada su primijenili komercijalno dostupan
rendgenski uredaj X-ray inspector model X20V G90. Ovaj uredaj sastoji se od transportne
trake koja pomice uzorak kroz X-zrake energije 50 kV koje se emitiraju iz donjeg dijela uredaja,
a propustene X-zrake se mjere na gornjem dijelu uredaja. Uredaj pretvara niskoenergetske X-
zrake u slike skeniranog predmeta. Sto je deblji sloj prduta i $to ima veéi udio soli, to ée

dobivena slika biti tamnija (slika 1).

Slika 1. Pr8ut snimljen primjenom X-zraka (Fulladosa i sur., 2015)



2.5. UTJECAJ NaCl NA MISICNO TKIVO U PRSUTU

MiSi¢ M. semimembranosus (SM) je veliki vanjski misi¢ koji prilikom soljenja stupa u direktni
koncentraciji soli u njemu (tablica 1). U prvim fazama obrade prSuta SM zahtjeva dodatak veée
koli¢ine NaCl jer dolazi do brze difuzije soli u njega i naglog pada sadrzaja vode u njemu.
Upravo ta visoka koncentracija NaCl u prvim fazama obrade dovodi do promjena u svojstvima
topljivosti proteina misi¢éa M. semimembranosus. Tako proteini koji su inicijalno bili topljivi pri
niskim koncentracijama soli sada precipitiraju na proteine miofibrilarne mreze. U svjezem
mesu dodatak soli dovodi do denaturacije sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina misiénog
tkiva. Ovaj efekt ovisi o koncentraciji soli i vrsti proteina. Naime, miozin je najviSe podlozan
denaturaciji solju, slijede ga sarkoplazmatski proteini, a zatim aktin (Graiver i sur., 2006). U
prvim fazama obrade pr3uta javlja se izrazita inhibicija proteolitiCke aktivnosti zbog
nemogucnosti enzima da prepoznaju mjesta cijepanja proteina. Zbog toga enzimi nisu u
mogucnosti cijepati proteine miofibrilarne mreZe na manje jedinice, a topljivi proteini pocinju
taloziti na miofibrilarnim proteinima. Unutarnji miSi¢ M. biceps femoris je sa svoje vanjske
strane zasti¢en slojem masnog tkiva i koze. MiSi¢ M. semimembranosus veéinom zahvaca
biceps femoris (BF) imaju veéi sadrZaj zaostale vlage koja omogucéuje bolju enzimsku
aktivnost kroz duze vrijeme, a time i intenzivnije biokemijske promjene. Za razliku SM, M.
biceps femoris karakterizira manji sadrzaj soli, a veéi sadrzaj vode. Zbog ove razlike dolazi do
vece proteolitiCke aktivnosti u M. biceps femoris koja se odrazava na njegovu teksturu(Théron
i sur., 2011). U sirovom butu prosje¢an udio soli u M. semimembranosus je 1,28 g NaCl/100
g mesa. Nakon soljenja taj udio poraste na oko 18,26 g NaCl/100 g mesa. U sirovom butu
prosje€an udio soli u M. biceps femoris je 0,89 g NaCl/100 g mesa, a nakon soljenja taj udio

poraste na 5,15 g NaCl/100 g mesa (Larrea i sur., 2006).



Flores, 1998)

Tablica 1. Prosje€an sadrzaj soli u miSiénom tkivu prSuta tijekom razli¢itih faza proizvodnje

(prema Sarraga i sur., 1989)

FAZA PROIZVODNJE MISIC NaCl (%)
SOLJENJE M. semimembranosus 5,36
M. biceps femoris 0,7
POSTSOLJENJE M. semimembranosus 4.10
M. biceps femoris 2,12
NA KRAJU ZRENJA M. semimembranosus 4,94
M. biceps femoris 5,48

Graiver i sur. (2006) su pod elektronskim mikroskopom proucavali utjecaj dodatka rastucih
koncentracija NaCl na svinjsko meso. Izolirali su male komadi¢e svinjskog misi¢nog tkiva

promjera 0,5 cm i debljine 0,2-0,3 cm. Uzorci su uronjeni u sljede¢e koncentracije NaCl: 5,
140 i 330 g/L u trajanju od minimalno 48 h kako bi doSlo do izjednacenja koncentracije soli.

24 h nakon toga uzorcima je dodan etilni alkohol u rastu¢im koncentracijama kako bi se
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osusili. Uzorci su zatim polozeni na aluminijsko postolje koristeéi dvostranu traku i prekriveni
tankim slojem zlata (40-50 nm) koji omogucuje vizualizaciju povrsine i presjeka uzorka. Slike

uzoraka dobivene su skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) (slika 3).

Slika 3. SEM prikaz svinjskog miSiénog tkiva tretiranog razli¢itim koncentracijama NaCl: a) 5
g NaCl/L, b) 140 g NaCl/L, c) 330 g NaCl/L (Graiver i sur., 2006)

Uzorak tretiran sa 5 g/L NaCl ne pokazuje znacajnije razlike u odnosu na netretirano tkivo. U
uzorku kojem je dodano 140 g/L NaCl uo¢ava se bubrenje tkiva, a u uzorku sa 330 g/L NaCl
vidljivo je fragmentiranje i dehidratacija vlakana te dojam granulirane teksture. Dakle, pri
manjim koncentracijama NaCl mi8iéna vlakna bubre i imaju veéi kapacitet zadrZzavanja vode,
a pri veéim koncentracijama dolazi do suprotnog efekta, tj. voda izlazi iz tkiva, a proteini u

njemu taloZe i uzrokuju njegovu fragmentaciju.



Larrea i sur. (2006) proucavajuci Spanjolski prsut Teruel uocili su kako su neki u vodi topljivi
proteini miSi¢a BF izrazito osjetljivi na dodatak soli. To su: fosforilaza B, gliceraldehid fosfat
dehidrogenaza, trioza fosfat izomeraza i mioglobin. Fosforilaza B je posebno pogodena, njezin
udio se nakon soljenja smanjuje i za 47 %. Znacajno je i smanjenje koncentracije enolaze i
aldolaze. Udio mioglobina se smanjuje za 31 %. Ove promjene u BF su najintenzivnije u
Cetvrtoj fazi obrade prsuta, toénije u fazi zrenja gdje dolazi do strmog pada koncentracije
proteina. Pri kraju zrenja uo€ava se i nagli pad koncentracija fosfofruktokinaze, fosfoglukoze
izomeraze i trioze fosfat izomeraze. No, s druge strane uocen je i porast koncentracije manijih
peptida nastalih hidrolizom miofibrilarnih proteina. U vodi topljivi proteini misiéa M.
semimembranosus takoder prate trend proteina iz BF, no kod SM se intenzivnije promjene
dogadaju u fazi soljenja, a ne u fazi zrenja kao kod BF buduci da ovaj misi¢ dolazi u direktni
kontakt sa NaCl. Ovdje je pad koncentracije fosforilaze B joS vedéi i iznosi oko 72 %. Pad
koncentracije mioglobina u SF iznosi 45 %. Vecina enzima miSi¢énog tkiva je aktivha izmedu
5,51 6,6, a to je ujedno i interval pH vrijednosti u prdutu tijekom cijelokupnog postupka
proizvodnje. Enzimi koji odstupaju od ovog pravila su katepsin D, takozvana kisela proteinaza
kojoj je za aktivnost optimalnija kiselija pH vrijednost, a pri pH ve¢em od 6 slabije su aktivhe
neutralna lipaza i esteraza. Ograni€avajuci faktor za enzimsku aktivnost je i aktivitet vode (aw),
osobito u fazi suSenja i zrenja kada njegova vrijednost pada ispod 0,90. Pad ay, vrijednosti
narocito pogada miSi¢éne enzime, osim m-kalpaina i kisele lipaze (Krvavica 2006). Vrijednost
aktiviteta vode je vazna zbog kontrole kvarenja. Naime, ukoliko je aktivitet vode maniji od 0,91
bit ¢e reduciran rast bakterija, a ukoliko je manji od 0,80 bit ¢e reduciran i rast plijesni. Upravo
zbog snizenog aktiviteta vode se prsuti mogu drzati pri sobnoj temperaturi bez posljedi¢nog
kvarenja (MaruSi¢ Radovci¢ i sur., 2016).
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2.6. PROTEOLIZA U PRSUTU

Proteoliza je slozeni biokemijski proces razgradnje proteina, a njezin rezultat se izrazava kao
porast koncentracije neproteinskog duSika. Njenim djelovanjem dolazi do intenzivne
razgradnje miozina uz istovremeni nastanak peptidnih lanaca (Toldra 1998). Najizrazenija je
u prvim fazama zrenja i rezultat je djelovanja endogenih enzima, tj. endopeptidaza prsuta.
Kako se zrenje primi€e kraju postaju aktivnije egzopeptidaze. Endopeptidaze su lizosomske i
neutralne proteinaze, a egzopeptidaze su peptidaze, aminopeptidaze i karboksipeptidaze
(slika 4).

MISIGNI PROTEINI

katepsini i kalpaini
POLIPEPTIDI

peptidaze

PEPTIDI

P \dﬁwe iy HLAPLJIVE

KOMPONENTE

NEHLAPLJIVE aminopeptidaze OKUSA
KOMPONENTE e
OKUSA 5

SLOBODNE AMINOKISELINE

Slika 4. Shema proteolize u prdutu (prema Toldra, 1998)

2.7. MISICNE ENDOPEPTIDAZE

Post mortem promjene u proteinima mesa su povezane sa djelovanjem miSi¢nih endogenih

proteinaza. One su lizosomske i neutralne proteinaze.
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2.7.1. Lizosomske proteinaze

Lizosomi su vezikule obavijene membranom koje se nalaze u eukariotskim stanicama i sadrze
veliki broj enzima za razgradnju velikih biomolekula. Jedni od tih enzima su i proteinaze koje
razgraduju proteine. Glavne lizosomske proteinaze su katepsini B, D, H i L. To su male
molekule reda veli€ine 20-40 kDa i aktivne su u kiseloj sredini. Katepsini B, H i L su cisteinske
proteinaze, a katepsin D je aspartatna proteinaza. Sve one u in vitro uvjetima pokazuju veliku
moc¢ razgradnje miofibrilarnih proteina. No, ukoliko je aktivnost katepsina izrazito velika moze
dovesti do pretjerane mekocCe prduta i do nastanka tirozinskih kristala izmedu miSi¢nih
vlakana. Kako bi se to sprije€ilo, ovi enzimi mogu se inhibirati dodatkom NaCl. Katepsini B,H
i L su stabilni i aktivni tijekom cijelog procesa proizvodnje prSuta, osobito zrenja. Katepsin D
nije tako stabilan i njegova aktivnost nestaje izmedu 6. i 10. mjeseca proizvodnje prSuta
(Toldra i sur., 1997).

2.7.2. Neutralne proteinaze

Neutralne proteinaze, odnosno kalpaini su skupina cisteinskih endopeptidaza i za svoju
aktivnost zahtjevaju prisutnost kalcija. Razgraduju troponin T i |, tropomiozin, a na aktin i
miozin ne djeluju. Maksimum svog djelovanja imaju pri neutralnom pH, oko 7,5 pa tako u
prsutima u kojima je pH obi¢no oko 6 pokazuju slabiju aktivnost (Krvavica i Luki¢, 2007). Drugi
limitirajuci faktor za njihovo djelovanje u post mortem miSicu je prisutnost endogenih inhibitora,
kalpastatina. Zbog svega navedenog imaju malu proteoliticku aktivhost pa mogu cijepati
proteine samo na vece peptide. U tehnologiji prSuta nakon dodatka soli, kalpaini u potpunosti

gube svoju aktivnost.

2.8. MISICNE EGZOPEPTIDAZE

Ovi enzimi su uklju€eni u kasnije faze proteoliticke razgradnje. U ovu skupinu pripadaju

miSiéne peptidaze, aminopeptidaze i karboksilaze.
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2.8.1. MiSicne aminopeptidaze

Aminopeptidaze pokazuju aktivnost tijekom cijelog postupka proizvodnje priuta. Zasluzne su
za porast koncentracije slobodnih aminokiselina, osobito glutaminske i aspartatne kiseline,
alanina, leucina, valina i lizina. Upravo kombinacija ovih slobodnih aminokiselina i manjih
peptida doprinosi karakteristichnom okusu prduta. No, ukoliko njihova proteoliticka aktivnost
prede preko 30 % moZe se razviti gorkasti i metalni okus u prSutu buducéi da ovi enzimi
pripadaju skupini metaloproteina (Toldra i sur., 1997).

Sarragai sur. (1989) su proucavali utjecaj dodatka razli¢itih koncentracija NaCl na proteoliticku
aktivnost katepsina D i L te kalpaina (Ca-ovisna proteinaza) u Spanjolskom prsutu. MiSicni
ekstrakti Spanjolskog priuta su pripremljeni tako da se misi¢no tkivo izoliralo od masnog i
vezivnog tkiva i homogeniziralo u odgovaraju¢em puferu. Homogenizirani uzorci su se
centrifugirali, a zatim filtrirali. U uzorke se dodavao NaCl u rastuéoj koncentraciji do 8 %. Uocili
su kako dodatak NaCl u koncentraciji od 6 % znacajno inaktivira djelovanje kalpaina, a
dodatkom 7 % NaCl, kalpain je u potpunosti inaktiviran. Katepsin D je potpuno inaktiviran
dodatkom NaCl u koncentraciji od 5 %. Aktivhost katepsina L nije inhibirana pri manjim

koncentracijama NaCl, no biljeZi pad pri 4 %, a potpuno gubi aktivhost dodatkom NaCl u
koncentraciji od 8 % (slika 5).

(a) \ (b)
q \
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Slika 5. Utjecaj NaCl na enzimsku aktivnost kalpaina i katepsina (prema Sarraga i sur.,
1989)
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2.9. LIPOLIZA U PRSUTU

Lipoliza, kao i proteoliza sastoji se od niza biokemijskih reakcija koje u ovom slu€aju rezultiraju
tvorbom slobodnih masnih kiselina. Lipidi potkoZnog masnog tkiva podlijezu lipolizi tijekom
zrenja prSuta u fazi predsoljenja i soljenja. Misic¢ni lipidi podlozniji su lipolizi tijekom prvih 5
mjeseci obrade prSuta. Lipolizu kataliziraju lipaze, supstrati lipaza su dugolancani, u vodi
netopljivi triacilglieroli, a produkti lipolize su dugolanane masne kiseline i glicerol. Op¢enito,
prSuti starijih i tezih svinja imaju vise masnog tkiva. Udio potkoznog i intramuskularnog
masnog tkiva u prSutu odredit ¢e stupanj lipolize, a kasnije i oksidacije masti. Masno tkivo
predstavlja barijeru difuziji vode i ulasku soli, a pozeljno je kako bi sprijeCilo brzu oksidaciju i
procesne gubitke prilikom proizvodnje. Upravo je udio soli u prSutu povezan sa koli¢inom
masnog tkiva, tako ¢e prsuti sa manjim udjelom masnog tkiva primiti veée koli€ine soli od
masnijih prSuta. Intramuskularna mast prSutu daje so¢nost i mekaniju teksturu, no ukoliko je

ima previse préut ée biti premekan i imati teksturu paste(Candek-Potokar i Skrlep, 2012).

2.10. LIPAZE MASNOG TKIVA

Masno, odnosno adipozno tkivo sadrzi tri vazna lipoliticka enzima, a to su lipoproteinska lipaza
koja se nalazi u endotelu kapilara, hormon-ovisna lipaza i monoglicerolna lipaza.
Monoglicerolna lipaza je odgovorna za krajnju hidrolizu monoglicerida na slobodne masne
kiseline i glicerol. Ovi enzimi su aktivni tijekom faze predsoljenja i soljenja, a hormon-ovisna
lipaza je aktivna i tijekom faze suSenja i zrenja. Glavni produkti koji nastaju djelovanjem ovih
enzima su miristinska, margarinska, linolenska i arahidonska masna kiselina (Toldra i sur.,
1997). Njihovom oksidacijom kasnije nastaju hlapljivi spojevi koji su jedni od nosioca arome

prsuta.

2.11. LIPAZE MISICNOG TKIVA

Lizosomska kisela lipaza je glavni lipoliticki enzim u miSiénom tkivu. Nalazi se u lizosomu, a
provodi hidrolizu mono-, di- i tri-acilglicerola u kiselom pH podrucju. Ovaj enzim je stabilan
tijekom cijelog procesa proizvodnje prsuta. Drugi znaCajni enzimi ove skupine su kisele

fosfolipaze A1 i A2 koje su ukljuc¢ene u fosfolipidnu razgradnju. Vecina slobodnih masnih
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kiselina koje nastaju u prSutu upravo su rezultat razgradnje fosfolipida. U 10. mjesecu
proizvodnje prSuta slobodne masne kiseline dostizu maksimum svoje koncentracije, no
miSicne lipaze ostaju aktivne i do 15. mjeseca od primarne obrade prsuta (Toldra i sur., 1997).

Valja spomenuti i lipoproteinske lipaze koje se nalaze u endotelnim oblogama kapilara.

2.12,. ESTERAZE

Esteraze su enzimi koji u prisustvu vode cijepaju estere kratkolan€anih masnih kiselina. Za
razliku od lipaza, esteraze preferiraju supstrate topljive u vodi. Buduéi da se u proizvodnji
prSuta smanjuje udio vode, doprinos esteraza aromi prduta nije toliko velik kao &to je onaj od
lipaza, no valja ga spomenuti. Esteraze mogu biti kisele, neutralne i bazi¢ne, a nalaze se i u
miSicnom i u masnom tkivu. Opcenito, esteraze su osjetljiviie na dodatak soli od lipaza. Sol
djeluje drugadcije na svaku od njih, a u nastavku slijedi viSe o tome. U istrazivanju koje su
proveli Motilva i Toldra (1993) ispitan je utjecaj dodatka NaCl na lipaze i esteraze misiénog i
masnog tkiva. Za analizu lipaza miSi¢nog tkiva je pripremljen uzorak misi¢a M. biceps femoris,
a za analizu lipaza masnog tkiva pripremljen je uzorak potkoznog masnog tkiva smjestenog
uz M. biceps femoris. Za odredivanje aktivnosti mjerila se fluorescencija uzoraka pri 328 i 470
nm na spektrofluorometru. NaCl je dodavan u rastu¢im koncentracijama koje odgovaraju

vrijednostima tijekom proizvodnje prSuta:
Za misicno tkivo: 0, 10, 20, 30, 60, 80 g/L
Za masno tkivo: 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 g/L.

Rezultati ispitivanja za lipaze i esteraze misi¢nog tkiva (slika 6) su pokazali kako je aktivnost
kisele lipaze snazno aktivirana dodatkom soli, ona je €ak tri puta aktivnija pri 6 % NaCl sto je
prosjeCna koncentracija soli u misicu M. biceps femoris u treCoj fazi obrade prduta.
Dijametralno tome neutralna misi¢na lipaza je snazno inhibirana dodatkom 6 % NaCl, dok je
aktivnost bazi¢ne misi¢ne lipaze ostala priblizno nepromijenjena. Aktivhost misi¢nih esteraza
je dodatkom soli zna¢ajno inhibirana. Pri 6 % NaCl aktivnost kisele esteraze je iznosila samo
10 % od njene pocetne aktivnosti, dok je pri istoj koncentraciji soli aktivnost neutralne esteraze
manje inhibirana i iznosila je oko 60 % od njene poCetne aktivnosti. Rezultati za lipaze i
esteraze masnog tkiva (slika 7) pokazali su sljedece: bazi¢na lipaza masnog tkiva je blago
aktivirana dodatkom 1g NaCl/L, a pri 10 g NaCl/L biljezi pad aktivnosti na 70 % od pocetne.

Neutralna lipaza nije pokazala gotovo nikakve promjene aktivnosti dodatkom soli. Kisela
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esteraza masnog tkiva inhibirana je pri koncentraciji NaCl vecéoj od 2,5 g/L, a neutralna
esteraza je blago inhibirana u koncentraciji NaCl izmedu 2,5 7 g/L.
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Slika 6. Utjecaj NaCl na lipaze (A) i esteraze (B) miSi¢nog tkiva (prema Motilva i Toldra, 1993)
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Slika 7. Utjecaj NaCl na lipaze (A) i esteraze (B) masnog tkiva (prema Motilva i Toldra,
1993)
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2.13. OKSIDACIJA MASNIH KISELINA

Vezanje kisika na dvostruke veze nezasi¢enih masnih kiselina zove se autooksidacija jer
nastali produkti pospjeSuju daljnji tijek oksidacije. Primarni produkti autooksidacije su
hidroperoksidi, no oni su nestabilni i razgraduju se na slobodne radikale i na sekundarne
produkte oksidacije, a neki od njih su aldehidi, ketoni, alkoholi, masne kiseline, ugljikovodici.
Oni ispoljavaju Siroki spektar okusa, od slatkog i masnog do metalnog i uzeglog. Osim ovog
proizvodnje prsuta pojavijuje se pad koncentracije dugolan€anih polinezasi¢enih masnih
kiselina. Lipidnu oksidaciju ubrzava prisutnost prooksidanasa. Osim kisika, kao prookisdansi
djeluju i temperatura, svjetlost, prisutnost metala (hem Zeljezo) i enzimi. Vazan prooksidans je
i NaCl. lako su nezasicene masne kiseline vazni prekursori aromatskih spojeva prsuta, za
dugotrajne procese suSenja i zrenja pozeljniji je veéi udio zasi¢enih masnih kiselina jer su
manje sklone oksidaciji koja bi producirala uljastu povrSinu, aromu uzZeglosti i premekanu
teksturu (Bosi i Russo, 2004). Profil masnih kiselina bitan je za konzumente, ne samo
senzorski nego i nutritivno. Visoki udio polinezasi¢enih masnih kiselina rezultirat ¢e uljastom
povrSinom i mekanom teksturom, a ako je veci udio zasi¢enih masnih kiselina, manja je
mogucnost razvoja uzeglosti i uljaste povrSine. Profilom masnih kiselina moguce je upravljati
rezimom prehrane svinja. Dob i masa svinja povezani su sa aktivno$¢u enzima, pa tako starije
i teZe svinje imaju manju aktivnost endopeptidaza, a vecu aktivhost egzopeptidaza i lipaza
(Candek-Potokar i Skrlep, 2012).

2.14. NEHLAPLJIVE KOMPONENTE AROME PRSUTA

Slobodne masne kiseline nastale lipolizom, te slobodne aminokiseline i mali peptidi nastali
protelizom pridonose aromi prsuta. Tako npr. peptidi veliCine manje od 1000 Da daju
kiselkastu aromu, peptidi veli€ine 1500-1700 Da ispoljavaju slanu aromu, a oni veci od 1800
Da doprinose gorc€ini. Promatrajuci udio slobodnih aminokiselina pokazalo se da veci udjeli
tirozina i lizina obogacuju aromu prsuta, dok asparagin negativno utje€e na nju. Glutaminska
kiselina pridonosi slanoci, a fenilalanin i izoleucin pridonose kiselkastoj aromi prSuta (Aristoy
i Toldra, 1995).
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2.15. HLAPLJIVE KOMPONENTE AROME PRSUTA

Prepoznatljiva aroma prSuta vecinski je rezultat oksidacije masti, odnosno nastanka
sekundarnih produkata oksidacije, hlapljivih tvari, nosioca arome. To su aldehidi, ketoni,
slobodne masne kiseline, alkoholi i brojni drugi. Do tvorbe ovih tvari ve¢inom dolazi u zadnjoj
fazi proizvodnje prSuta, no ovise i o pasmini i ishrani svinje. Najzastupljeniji su ugljikovodici,
aldehidi i alkoholi. Slijede ih ketoni, slobodne masne kiseline, laktoni i esteri. Incidencija ovih
spojeva u prsutu ovisi o aktivnosti enzima ¢ijim katalitickim djelovanjem nastaju, a bududi da
je aktivnost vecine enzima inhibirana dodatkom NacCl, slijedi da ¢e kona¢na aroma prSuta biti
intenzivnija ako mu se tijekom proizvodnje dodaje $to manje soli. MarusSi¢ Radovc€i¢ i sur.
(2016) su izolirali i analizirali hlapljive komponente iz M. biceps femoris dimljenog
Dalmatinskog prSuta primjenom mikroekstrakcije ¢&vrstom fazom (SPME) i plinske
kromatografije-masene spektrofotometrije (GC-MS). Pronasli su 87 hlapljivih komponenti u
prSutu. Najzastupljeniji su aldehidi (35,6 %) i fenoli (34,3 %), slijede ih alkoholi (13,8 %),
terpeni (6,4 %), aromatiéni ugljikovodici (2,6 %), alkani (2,2 %), ketoni (2,2 %), esteri (1,7 %)
i kiseline (0,7 %). PCA analizom utvrdili su proporconalnu ovisnost udjela NaCl i pepela te
sadrzaja masti sa mramorirano$¢u mesa. UoCili su kako uzorci sa ve¢im sadrzajem NaCl
imaju manje aldehida, a &to je postupak dimljenja duZi, to je veéi sadrzaj fenola. Od aldehidnih
spojeva, najzastupljeniji je nonanal, a slijede ga oktanal, benzaldehid i heksanal. Aldehidni
spojevi su sekundarni produkti lipidne oksidacije u prSutu i ve¢ u malim koli¢inama djeluju jako
aromati¢no. Nonanal poti€e iz oksidacije oleinske masne kiseline, najzastupljenije masne
kiseline u prsutu i daje mu vo¢no-slatku notu. Oktanal pridonosi mesno-vo¢noj noti, a heksanal
stvara zeleno-travnu notu. U prSutu nastaju i razgranati aldehidi kao posljedica oksidativne
deaminacije tijekom Streckerove razgradnje aminokiselina. U Dalmatinskom prSutu pronasli
su 3-metilbutanal (0,3-1 %) koji je rezultat proteolize i prSutu daje oraSastu aromu. Ostali
detektirani razgranati aldehidi su 2,4-heptadienal i 2,4-nonadienal. Druga skupina
najzastupljenijih spojeva, fenoli zasluzni su za aromu dimljenih proizvoda, a slijede ih alkoholi
koji stvaraju biljnu, drvenastu notu. Tvorba razgranatih alkohola povezana je sa udjelom NacCl.
Ukoliko je NaCl reduciran ili zamijenjen drugim formulacijama , nastat ¢e viSe razgranatih
alkohola koji ¢e pridonositi ukupnoj aromi prSuta. Dodatak drugih formulacija poput KCI, CaCl,
i MgClz produzuje proces zrenja prsuta buduci da usporava difuziju soli i pad aktiviteta vode
(Alifio i sur., 2010). Esteri se pojavljuju pri kraju zrenja u pr8utu, a mogu nastati interakcijom

slobodnih masnih kiselina sa alkoholom, stoga &to je veéi sadrzaj alkohola, nastat ce i vise
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estera. Esteri stvaraju voéne note koje rezultiraju slatkastom aromom prsuta (MaruSi¢ i sur.,
2014). Opcenito, dimljeni pr8uti pokazuju veci sadrzaj fenola i aromatskih ugljikovodika, a

nedimljeni prduti imaju veci udio terpena, ketona, alkohola, estera i alifatskih ugljikovodika.
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3. ZAKLJUCCI

1. Prilikom proizvodnje prSuta u njemu se odvijaju mnogobrojne biokemijske reakcije
katalizirane enzimima. lako sadrzaj enzima najviSe ovisi o kvaliteti sirovine, njihova aktivnost
ovisi o uvjetima prerade svinjskih butova, odnosno proizvodnji prSuta. Jedan od glavnih
Cimbenika koji utje€e na njihovu aktivnost je NaCl. Prosje¢an udio NaCl u prSutima kreée se

izmedu 4 i 6 %, ovisno o tipu prsuta.

2. Najznacaijniji enzimi odgovorni za razvoj teksture i okusa pruta su proteinaze (katepsini i
kalpain) i lipaze (osobito kisela lipaza miSi¢nog tkiva). Na kiselu lipazu NaCl djeluje
aktiviraju¢e, a na vecinu ostalih enzima djeluje inhibiraju¢e. Ukoliko je u prdutu previsoka
aktivnost proteinaza i prijeti opasnost od nastanaka pretjerano mekanog proizvoda, to se
moze sprijeciti dodatkom povecane koncentracije NaCl. Prilikom toga valja uzeti u obzir i da

Sto je vedi udio masnog tkiva u prsutu, to ¢e sol teze difundirati u njega.

3. Konac¢nu aromu pr8uta €ine hlapljivi i nehlapljivi spojevi koji su veéim dijelom nastali
proteolizom, lipolizom i oksidacijom. Najzna&ajnije nehlapljive komponente prsuta su slobodne
aminokiseline i peptidi nastali proteolizom proteina. Od hlapljivih komponenti najzna&ajniji su

aldehidi, ketoni, alkoholi, esteri, terpeni i fenoli, a njihov omjer varira ovisno o tipu prsuta.
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Izjava o izvornosti

Ja Iva Liovié__izjavljujem da je ovaj zavréni rad izvomi rezultat mojeg rada te da se

u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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