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AKTIVNGST PROTEOLITICKIH | LIPOLITICKIR
ENZIMA TIJEKOM PROIZVODNJE PRSUTA

SAZETAK

Biokemijske promjene u tkivima buta tijekom prerade
prsuta rezultat su brojnih i sloZzenih biokemijskih reakcija

Krvavica', M., A. Luki¢', M. Vrdoljak?

Ciji tiiek i obim ovise uglavnom o aktivnosti endogenog
enzimskog sustava. Najznacajnije biokemijske promjene
tkiva buta u proizvodnji prSuta uglavhom se odnose se
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na proteolizu i lipolizu. Stoga se i enzimski sustavi odgo-
vorni za odvijanje ovih promjena sastoje od proteaza,
odgovornih za razgradnju proteina i lipaza, odgovornih za
razgradnju masti. Misicni enzimski sustav &ine proteaze i
miSi¢ne lipaze odgovorne za razgradnju lipida miSicnog
tkiva, dok su za razgradnju lipida adipoznog tkiva odgo-
vorne lipaze masnog tkiva. Osiguranje povoljnih uvjeta za
aktivnost ovih enzimskih sustava u preradi prSuta mozZe
biti presudan ¢imbenik kvalitete finalnog proizvoda.
Kljuéne rijeci: misicni enzimi, proteaze, lipaze

uvan

Vecina fizikalno-kemijskih promjena nastalih tije-
kom preradbenog procesa u tkivima prsuta, poslje-
dica su gubitka vode i penetracije soli. Biokemijske
promjene proteina i masti rezultat su proteazne i
lipazne enzimske aktivnosti u tkivima buta, koji rezul-
tiraju stvaranjem i nagomilavanjem produkata prote-
enzima koji sudjeluju u vecini biokemijskih promjena
tijekom tehnoloSke prerade mesa i mesnih proizvo-
da. Aktivnosti najvaznijih miSi¢nih enzima povezane
su s razgradnjom proteina (proteinaze), stvaranjem
malih peptida (peptidaze) ili slobodnih aminokiseli-
na (aminopeptidaze i karboksipeptidaze), te razgra-
dnjom lipida (lipaze), a svaki od ovih enzima lociran
je na razli¢itom mjestu (Toldra, 2002).

MISICNI ENZIMSKI SUSTAV

Lizosomske proteinaze: Lizosomi sadrze veliki
broj enzima uklju€ujuéi i proteinaze. Glavne lizosom-
ske proteinaze su katepsini B, H i L (cisteinske pro-
teinaze) i katepsin D (aspartatna proteinaza). To su
mali enzimi, 20 — 40 tisu¢a M, a jednom oslobodeni
u stanju su prodrijeti unutar miofibrilarne strukture.
Oni su optimalno aktivni u kiseloj sredini (3.0-5.0 za
katepsin D), slabo kiseloj (oko 6.0. za katepsine B i
L) i €ak prema neutralnoj sredini (6.8 za katepsin H),
te kod temperature 30 — 40°C (Toldra i sur., 1990).
adekvatne uvjete za katepsinsku aktivnost (Toldra,
2002). Katepsini B, D H i L imaju dobru sposobnost
razlaganja razli€itih miofibrilarnih proteina. Tako su
katepsini D i L osobito aktivni u razgradnji miozin-
skih teskih lanaca, titina, M i C proteina, tropomiozi-
na i troponina T i | (Zeece i Katoh, 1989). Katepsin
L je ekstremno aktivan u razgradnii titina i nebulina.

Medutim, razlaganje aktina je sporo i postupno.
Katepsin B je u stanju razloziti miozinski teski lanac
i aktin, ali uopc¢e ne djeluje na miozinski laki lanac
i troponin C (Toldra, 2002). Katepsin H posjeduje
endo- i aminopeptidaznu aktivnost zbog Cega se i
svrstava u aminoendopeptidaze. Nasuprot tomu,
katepsin H razlaze miozin i njegova glavna uloga je
najvjerojatnije aminopeptidazna. (Toldra, 2002).
Neutralne proteinaze: Kalpaini spadaju u grupu
cisteinskih endopeptidaza smjestenih u citosolu i u
podrucju Z-crte, usko specijaliziranog djelovanja.
U znanstvenoj literaturi koriSteni su razni nazivi
kao kalcij-aktivne neutralne proteinaze, kalcij-ovi-
sne proteaze, kalcijem-aktiviran faktor. Aktiviranje i
postizanje maksimalne aktivnosti kalpaina moguce
je jedino u uvjetima neutalnog pH (oko 7.5), slabu
aktivnost postizu kod pH 6.0, a najvjerojatnije su
neaktivni kod pH 5.5 — 6.0. Uz to, kalpain | (uCANP)
je aktivan u prisutnosti 50 — 70 yM Ca?, a kalpa-
in II (mCANP) u prisutnosti 1-5 mM Ca?" (Toldra,
2002). Kalpaini su heterodimeri molekulske mase
110 tisuéa, sastavljeni od jedne kataliticke podjedi-
nice 80 tisuca M_i jedne podjedinice 30 tisu¢a M,
nepoznatih funkcija (Toldra, 2002). Kalpaini su u
stanju razlagati strukturu Z-membrane i regulatorne
proteine (titin, nebulin, troponine T i I, tropomiozin,
C-protein, filamin, dezmin i vinkulin) koji vode pori-
jeklo od dugackih peptida, ali su neaktivni u odnosu
na miofibrilarne proteine (miozin, aktin, a-aktinin i
troponin C) (Koohmaraie, 1994). Stabilnost kalpaina
je priliéno slaba, odnosno gube aktivnost nakon 10
— 14 dana, postmortem, tj. nakon prve faze salamu-
renja (Toldra, 2002). Kalpain | je izrazito nestabilan u
stvu Ca2+ iona u posebnim uvjetima, kao sto je npr.
porast temperature, s obzirom da njegova aktivnost
znacajno ovisi 0 temperaturi. U tom slu¢aju moze
doc¢i do potpune i trajne deaktivacije ovog enzima
(Koohmaraie, 1994). Kalpain Il je stabilniji prvih
nekoliko tjedana (Koohmaraie i sur. 1987). Zbog
ove izrazite nestabilnosti, neki znanstvenici pretpo-
stavljaju da uloga kalpaina u proizvodnji prSuta nije
osobito zna¢ajna (Koohmaraie, 1994; Toldra, 2002).
Sto vise, kiseli pH nekih suhomesnatih proizvoda
¢ini svaku kalpainsku aktivnost jo§ nevjerojatnijom.
Prisustvo kalpastatina, endogenog inhibitora, regu-
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Mi8ici svinja imaju najnizi nivo kalpastatina u uspo-
redbi s drugim vrstama (Ouali i Talmant, 1990), koji
se ujedno autolizira za nekoliko dana nakon klanja
(Koohmaraie i sur., 1987).

Misiéne tripeptidilpeptidaze (TPP) su enzimi
koji hidroliziraju razliCite tripeptide peptidnih amino
ostataka. TPP | je locirana na lizozomima u optimal-
no kiseloj sredini (pH 4.0) i hidrolizira tripeptide Gly-
Pro-X, gdje je X aminokiselina, uglavnom hidrofobne
prirode. TPP Il je relativno veliki enzim (1 milijun M)
s optimalnim neutralnim pH (6.5-7.5), a aktivan je u
Sirem rasponu uvjeta supstrata, osim kada se prolin
nalazi na jednom od dvaju hidroliziranih krajeva.

Misi¢ne dipeptidilpeptidaze (DPP) su enzimi koji
hidroliziraju razlicite dipeptidne sekvence peptidnih
amino ostataka. Postoje 4 tipa aktivnosti DPP, i to
DPP I, 11, Il i IV. DPP li ll su locirani na lizozomima,
DPP Ill u citozolu, a DPP IV je smjeSten u membrani
plazme. Njihova je molekulska masa relativno viso-
ka, izmedu 100 i 200 tisuca, a optimalni pH je kiseli
zaDPP1ill (5.5)ibazniza DPPIIlilV (7.5-8.0). Ova
4 enzima su u cijelosti istrazena kod skeletnih misi-
¢a svinje (Sentandreu i Toldra, 1998, 2000, 2001a,
2001b). DPP I je najaktivniji enzim u postmortalnim
misi¢ima i u znatnom je postotku aktivan i pri niskim
temperaturama, pa tako moze biti vrlo aktivan u fazi
soljenja i nakon soljenja (Sentandreu i Toldra, 200-
1b). DPP djeluju u razli¢itim supstratima. Tako DPP
| ima osobitu sklonost za hidrolizu dipeptida Ala-Arg
i Gly-Arg, DPP Il i DPP IV za dipeptide Gly-Pro, a
DPP Il za dipeptide Arg-Arg i Ala-Arg. Isto tako, ovi
su enzimi u stanju hidrolizirati i druge peptide s razli-
¢itim sekvencama, ali sporije i postupno, te su na
taj nacin uklju€eni u stvaranje i akumuliranje Siroke
palete dipeptida tijekom preradbenog procesa.

MiSi¢ne dipeptidaze spadaju u grupu misi¢nih
enzima c€ija uloga nije jo§ u potpunosti ispitana.
Poznato je da kataliziraju hidrolizu dipeptida, a
nazvani su zavisno od sklonosti prema odredenim
aminokiselinama. Glicilglicin dipeptidaza razgraduje
dipeptide koji sadrze glicin, cisteinilglicin dipeptida-
za je specijalizirana za dipeptide Cys-Gly, a arginin
dipeptidaza ima osobitu sklonost za bazne aminoki-
seline (Toldra, 2002). Veoma je malo informacija o
vaznosti i ulozi ovih enzima u mesu i preradi mesa.

Misiéne aminopeptidaze spadaju u metalo-pro-
teine visoke molekulske mase i kompleksne stru-

kture. IstraZzeno je i opisano pet odvojenih tipova
aminopeptidazne aktivnosti: leucil, arginil, alanil,
piroglutamil i metionil aminopeptidaze. Najvaznije
aminopeptidaze skeletnih misi¢a svinje su takoder
istraZzene i opisane. Sve su aminopeptidaze aktivne
u neutralnoj i baznoj sredini, a nazive su dobile
na osnovu sklonosti prema specificnom N-ostatku
aminokiselinskog lanca. Tako npr. alanil amino-
peptidaza ima najvec¢u sklonost prema alaninu ali
je u stanju hidrolizirati Sirok spektar aminokiselina
kao Sto su aromatski, alifatski i bazni aminoacil
lanci (Flores i sur. 1996). Alanil aminopeptidaza je
aktivna je u odnosu na sve slobodne aminokiseline.
Arginil aminopeptidaza hidrolizira bazne aminokise-
line, kao 8to su arginin ili lizin i zbog toga se jo$
naziva i aminopeptidaza B (Toldra, 2002). Metionil
aminopeptidazu aktiviraju kalcijevi ioni, a ima Sirok
spektar aktivnosti sa sklono$¢éu prema metioninu,
alaninu, lizinu i leucinu (Flores i sur. 1996). Uloga
egzopeptidaza u razgradnji proteina i peptida je
slabo istrazena. Ovi su enzimi ukljueni u kasnije
stadije proteoliticke razgradnje i odgovorni su za
akumulaciju slobodnih aminokiselina tijekom tehno-
loSkog procesa prerade mesa.

MisSi¢ne karboksipeptidaze su locirane na lizo-
zomima, a optimalnu aktivnost postizu u kiseloj sre-
dini. Ovi enzimi stvaraju slobodne aminokiseline od
karboksi ostataka peptida i proteina. Karboksipepti-
daza A ima sklonost prema hidrofobnim aminokise-
linama, dok karboksipeptidaza B ima Sirok spektar
aktivnosti (Toldra, 2002).

Misi¢ne lipaze se nalaze u lizozomima, membra-
nama, citozolu i adipoznom tkivu, a optimalnu akti-
vnost postizu kod pH 5,0 — 7,5 i temperature 37 — 45
°C. Lizozomska kisela lipaza i fosfolipaza A locirane
su na lizozomima i glavni su lipoliticki enzimi misi-
¢a koji oslobadaju dugolancane masne kiseline u
izrazenu sklonost za hidrolizu primarnih esterskih
veza triacilglicerola u kiseloj sredini (pH 4.5-5.5),
a u manjoj mjeri hidrolizira i di- i monoacilglicerole
(Toldra, 2002). Nedostatak ovih enzima dovodi do
ma (Toldra, 2002). Fosfolipaza A regulira hidrolizu
fosfolipida na mjestu 1 ili 2, u podruéju dodira voda-
lipidi. Ovaj enzim je vrlo vazan u ciklusu biokemijske
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razgradnje fosfolipida. Kisele i neutralne esteraze
takoder su identificirane na lizozomima i u citozolu
(Toldra, 2002). Ovi su enzimi dosta stabilni i u stanju
su hidrolizirati kratkolan€ane masne kiseline tri-, di- i
monoacilglicerola, iako je njihova aktivnost ograni-
¢ena zahvaljujuéi kratkom trajanju povoljnih uvjeta.

ENZIMI ADIPOZNOG TKIVA

Lipaze masnog tkiva: Lipidi i ugljikohidrati kao
rezerva energije pokrivaju vecinu energetskih potre-
ba organizma u vrijeme gladovanja, mobilizirajuéi
vece koli¢ine (viSe od 150 g/dan) masnih kiselina
(Toldra, 2002). Adipozno tkivo sadrzi 3 vazna lipoli-
ticka enzima: hormon-osijetljivu lipazu, monoacilgli-
cerol lipazu i lipoprotein lipazu (Toldra, 2002). Ovi
enzimi, Cija je optimalna pH sredina u rasponu od
neutralne do bazne, igraju vaznu ulogu u regulaciji
sveukupne energetske ravnoteZze kod svinja. Hor-
mon-osjetljiva lipaza (HSL) hidrolizira skladiStene
lipide u masnim stanicama, prije njihove mobiliza-
cije u vidu slobodnih masnih kiselina (FFA). Ovi
enzimi su visoko specijalizirani i kataliziraju kidanje
prvih esterskih veza u triacilglicerolima, te nastaju
diacilgliceroli. Prva 3-esterska veza acilglicerola se
hidrolizira 4 puta brze nego 2-esterska veza (Tol-
dra, 2002). Tri-, di- i monooleilglicerole hidroliziraju
u odnosu 1:10:4. lako se hormon-osjetljive lipaze
aktiviraju fosforilacijom, triacilglicerolska hidroliza je
kontrolirana reakcija (Toldra, 2002). Monoacilglice-
rol lipaza (MGL) hidrolizira monoacilglicerol (nema
specifiénih mjesta hidrolize), a uglavnom je lociran
u masnim stanicama, iako je manja koli¢ina nadena
u stromalnim i vaskularnim stanicama, a aktivan je
prema srednjim i dugim lancima monoacilglicerola
(Toldra, 2002). Lipoproteinska lipaza je acilglicerol
hidrolaza, koja je locirana u kapilarnom endotelu i
hidrolizira acilglicerolne komponente na povrSini
endotela, a imaju sklonost ka masnim kiselinama na
poziciji 1 i preko njih na poziciju 3 (Toldra, 2002).
Hidrolizira tri-, di- i monogliceride u odnosu 2:4:1,
pokazujuéi vrlo nizak afinitet za monogliceride s
nekoliko hidroliziranih 2-monoglicerida. Nezasiceni
monoacilgliceroli se brze hidroliziraju nego zasi¢ene
komponente (Toldra, 2002). Lipoliza u adipoznom
tkivu na pocetku procesa odvija se pod kontrolom
hormon-osjetljive lipaze (HSL), a proizvodi ove

reakcije, odnosno produkti nastali razgradnjom tri-
acilglicerola koju katalizira lipoproteinska lipaza su
monoacilgliceroli, koji se ne akumuliraju zahvaljujuéi
djelovanju monoacilglicerol lipaze (Toldra, 2002).
Kisele i neutralne esteraze su takoder prisutne u
adipoznom tkivu i mogu sudjelovati u mobilizaciji
deponiranih kolesterol estera tijekom mobilizacije
uskladistenih lipida i u razgradniji lipoprotein koleste-
ril estera oslobodenog iz plazme (Toldra, 2002).

SUMMARY

ACTIVITY OF PROTEOLYTIC AND LIPOLYTIC
ENZYMES DURING THE DRY-CURED HAM
PRODUCTION

The biochemical changes in ham tissues during the
dry-cured ham production are made as a result of numer-
ous and complex biochemical reactions which course and
range are mostly depend on endogenous enzyme system
activities. The most important changes in ham tissues are
mostly related with proteolysis and lipolysis. Therefore
the enzyme systems responsible for these types of reac-
tions are made of proteases and lipases, responsible for
proteins and lipids breakdown, respectively. The muscle
enzyme system is constituted by proteases and muscle
lipases which are responsible for degradation of muscle
tissue lipids. The lipids of adipose tissue degradation are
performed by the adipose tissue lipases. Assurance of
adequate activity conditions for these enzyme systems
during the dry-cured ham production can be a key influ-
ence factor on final products quality.

Key words: muscle enzymes, proteases, lipases
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AUDITING THE FOOD BUSINESS
ESTABLISHMENTS BY THE CONTROLLING

AUTHORITIES

SUMMARY

From the side of the controlling authorities the most seri-
ous challenge will be the auditing system. Especially, as
regards the preparation of the necessary forms and train-
ing of the auditors with the goal to introduce objectivity and
transparency.

The audited will have to cope with the production of
evidence, as they will have to support their claims of safe
food production not only at the time of an audit, but also
when no controlling authority is present.

Communication is the basis of success. All the parties
involved will have to reason and their reasoning must be
within the objectives given by the food law (and animal
welfare laws, when appropriate).

INTRODUCTION

With the new hygienic legislation a new duty for
both controlling authorities and food business opera-
tors was set — audits. Many small and medium estab-
lishments have no direct experience with audits so
far. What audits are and how to cope with the new
tasks is for some of the involved still not completely

Bystricky’, P., I. Mraz2, D. Maté'

clear, and thus potentially frightening. In principle,
however, an audit is quite simple procedure, if prop-
erly trained personnel in a cooperating environment
do the task. Most problems are expected in evidence
gathering by the food business operators and non-
compliances definitions by auditors. Discussion and
proper feedback between auditors and the audited
party will be necessary to make the audits a useful
controlling tool.

LEGISLATIVE BACKGROUND

The duty to do audits for the controlling authori-
ties and to submit themselves to audit is given by
the Regulation 882/2004 [1] (on official controls per-
formed to ensure the verification of compliance with
feed and food law, animal health and animal welfare
rules) and consequently by the Regulation 854/2004
[2] (laying down of specific rules for the organisa-
tion of official controls on products of animal origin
intended for human consumption), stating that the
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