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PROTEOLIZA MISIGNOG TKIVA TIJEKOM

IRENJA PRSUTA

SAZETAK

Proteoliza je sloZzeni biokemijski proces u kojem se
proteini pod utjecajem endogenih enzima hidroliziraju u
manje jedinice - peptide i slobodne aminokiseline. Post-
mortalna razgradnja miSicnih proteina odvija se pod
utjecajem misicnih proteaza odnosno endopeptidaza (kal-
paini i katepsini) koje sudjeluju u poc¢etnom omekSavanju
midi¢nog tkiva i egzopeptidaza (peptidaze, aminopeptida-
ze i karboksipeptidaze) koje ucestvuju u kasnijim fazama
Ca2+ iona iz sarkoplazmatskog retikuluma i aktivacijom
kalpaina koji razlazu Z-membranu i regulatorne proteine,
a nastavlja se aktivacijom katepsina i hidrolizom glavnih
miofibrilarnih proteina koje kalpaini nisu u stanju hidrolizi-
rati. Postmortalna razgradnja proteina i porast pH mesa
uz porast koncentracije soli uzrokuje inaktivaciju kalpaina
vec 10 do 14 dana nakon klanja. U ovim procesima nasta-
Ju proteinski ostaci i polipeptidi srednje veli¢ine. Daljnja
razgradnja polipeptida i oligopeptida do malih peptida
i slobodnih aminokiselina rezultat je djelovanja razlicitih
egzopeptidaza (tripeptidilpeptidaza, dipepridilpeptidaza,
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dipeptidaza, aminopeptidaza i karboksipeptidaza). Nastali
produkti proteolize izravno utjeCu na konzistenciju prsuta
te sudjeluju u stvaranju karakteristicne arome i okusa,
odnosno formiranju konacnih organoleptickih svojstava
prsuta.

Kljucne rijeéi: proteoliza, prsut

Proteoliza je zna€ajan niz biokemijskih reakcija u
tkivima prsuta, koje sudjeluju u stvaranju karakteri-
sti€ne 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 i via-
ge itd.), stvaraju nepovoljne uvjete za rast mikroor-
ganizama, te je i aktivhost mikrobnih enzima unutar
prSuta beznacajna (Molina i Toldra, 1992).

Vaznost proteolize kao ¢imbenika kakvoée priuta,
oCituje se na nekoliko nacina. Proteoliza izravno
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ZNANSTVENO STRUCNI DIO

Proteoliza misi¢nog tkiva tijekom zrenja prsuta

V Slika 1. Proteoliza u prsutu tijekom procesa prerade (Sarraga i sur. 1993;

Toldra i sur. 1995; Toldra, 2002)

V Figure 1. The proteolysis during the processing of dry-cured ham (Sarraga et

al. 1993; Toldra et al. 1995; Toldra, 2002)

je hidrolize, odnosno, razgra-
dnje strukture Z-membrane i
proteina (troponin T, dezmin,
nebulin i titin), te sarkopla-
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v
— Slobodne aminokiseline / Free amino acids

zmatskih proteina (Toldra,
2002). Razgradnja polipe-
ptida se nastavlja do malih
peptida, a rezultat je djelova-
nja di- i tripeptidilpeptidaza.
Konacno, slobodne amino-
kiseline nastaju aktivhosc¢u
dipeptidaza, aminopeptidaza
i karboksipeptidaza. Aktivhost
enzima mikrobnog podrijetla
takoder je prisutna, mada
ispitivanje  miofibrilarnih i
sarkoplazmatskih proteina u
sterilnim uvjetima pokazuje
vrlo slabu aminopeptidaznu

sudjeluje u formiranju konzistencije prSuta temeljem
razgradnje miofibrilarnih proteina koji grade misi¢nu
strukturu. Stvaranjem peptida i slobodnih aminokise-
lina utje€e na okus prsuta, a slobodne aminokiseline
sudjeluju kao supstrat u budu¢im reakcijama, koje
doprinose formiranju kona¢ne arome i okusa prsu-
ta, 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 pr3uta niske koncentracije soli (Toldra
i Flores, 1998). Vecina dosadasnjih istrazivanja
usmjerena su na misiéne enzimske sustave, kako bi
se objasnile promjene u prSuta nastale tijekom pre-
rade, te uspostavila $to bolja kontrola preradbenog
procesa i optimizirala finalna kakvoca prsuta.

Tijek proteolize u prSutu moZe jako varirati u
ovisnosti od tipa prSuta, koli¢ine endogenih prote-
olitickih enzima i specificnih preradbenih uvjeta. U
osnovi, proteoliza te€e prema slici 1. (Sarraga i sur.
1993; Toldra i sur. 1995; Toldra, 2002).

AKTIVNOST MISICNIH PROTEAZA

Pocetna razgradnja glavnih miofibrilarnih proteina
od strane kalpaina i katepsina, te stvaranje protein-
skih ostataka i polipeptida srednje veliine, rezultat

aktivnost malog broja uobic¢a-

jenih mikroorganizama prsuta (Toldra, 2002).
Proteoliticki enzimi koji razgraduju misi¢no tkivo
post mortem, su miSiéne proteaze (Toldra, 2002),
a podijeliene su na endopeptidaze (proteinaze) i
egzopeptidaze. Endopeptidaze hidroliziranjem mio-
fibrilarnih proteina i stvaranjem proteinskih ostataka
i polipeptida, sudjeluju u postmortalnom omek3a-
vanju misiénog tkiva (Dransfield, 1994). Na osnovu
funkcionalne grupe dijele se na cisteinske, serinske,
aspartatne i metalo proteinaze. MiSi¢ne proteinaze
spadaju u cisteinske i aspartatne proteinaze. Cistein-
ske proteinaze, kao grupa, djeluju u Sirokom raspo-
nu pH vrijednosti (4,5 — 10). Pored razli€itih biljnih
enzima, u ovu grupu spadaju katepsini (proteinaze
animalnog porijekla), a zajedniCka im je osobina da
su aktivni u uvjetima niske pH vrijednosti. Cisteinske
proteinaze imaju jednu ili viSe cisteinskih grupa na
aktivnom kraju. Njihovu aktivnost inhibiraju oksida-
tivna sredstva, bazni pH i teSki metali koji se vezu
na aktivne krajeve. Osim toga, specifi¢ni inhibitori,
cistatini najvjerojatnije reguliraju njihovu aktivnost u
stanici, osobito u slu€aju slu€ajne rupture stanice ili
tumorom deformirane stanice, kada cisteinske prote-
inaze napadaju osteceno tkivo (Vestergaard, 1996).
Aktivnost cistatin inhibitora utvrdena je u midi¢ima
nakon 8 mjeseci postmortem (Parrefio i sur. 1994).
Od cisteinskih proteinaza, jedino su katepsin B, Li H
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aktivni u tkivu buta za vrijeme preradbenog procesa.
Aspartatne proteinaze su animalnog podrijetla i
aktivne su u uvjetima izrazito niskog pH. Katepsin
D pripada ovoj skupini, a optimalno mu je djelova-
nje kod pH 3, ali djeluje i pri vi§im vrijednostima pH.
Katepsin D zadrzava aktivnost tijekom prvih mjeseci
prerade (Toldra i sur. 1993). Egzopeptidaze stvara-
njem slobodnih aminokiselina, sudjeluju u formiranju
okusa i arome prSuta (Nishimura i sur. 1990).
Najvaznije miSicne proteinaze (endopeptidaze)
su katepsini i kalpaini. Kalpaini | i Il su cisteinske
endopeptidaze smjestene u citosolu i u podrucju Z
— membrane, a optimalnu aktivnost postiZu pri neu-
tralnom pH (oko 7,5). Aktivni su jedino u prisutnosti
odredene koncentracije Ca?* iona, a aktivnost gube
veé nakon 10 — 14 dana postmortem, odnosno nakon
prve faze soljenja (Rosell i Toldra, 1996). Kalpainski
enzimski sustav sastoji se od tri proteina, kalpaina | i
II'i kalpain inhibitora — kalpastatina. Jo$ se raspravlja
i nije razjasnjeno, koje proteaze igraju vazniju ulo-
gu u poc€etnom razlaganju, odnosno omekSavanju
misi¢nog tkiva. Neki autori vjeruju da su to Ca**-akti-
vne proteaze, odnosno kalpaini (Koohmaraie i sur.
1988), drugi da su to katepsini (Ouali i sur. 1987;
Ouali, 1990), dok treci vjeruju u zajednicko djelova-
nje ovih dvaju proteaznih sustava (Asghar i Bhatti,
1987). Medutim, odgovor na ovo pitanje vjerojatno
ima veze s optimalnim pH, te sposobno$c¢u svakog
od njih da razlazu miofibrilarne proteine. Pretposta-
vlja se da proces aktivacije kalpaina te€e na slijedeci
nacin (Koohmaraie, 1992, 1994):
U prvim satima nakon klanja
postupno se oslobadaju kalcijevi
ioni iz sarkoplazmatskog retikulu-

tome, postmortalno omekSavanje miSi¢a pocinje
aktiviranjem kalpaina | (pH 6,3), i naglo raste s pora-
stom kalpainske aktivnosti. Visak Ca?-iona aktivira
kalpain Il, $to pojacava daljnje omekSavanje. Nakon
postizanja maksimalne aktivacije, aktivnost kalpaina
progresivno opada (Slika 2.).

Buduci da kalpaini, za razliku od katepsina, nisu
u stanju razgraditi miozin, aktin, a-aktinin i troponin
C, moze se pretpostaviti da pocetne postmortalne
nju kalpaina. Optimalne pH vrijednosti kalpaina i
katepsina namec¢u hipotezu, da kalpaini zapocinju
proteolizu, a katepsini je nastavljaju. Lizozomski
katepsini zatvoreni su unutar lizozomske membrane
i njihovo oslobadanje je preduvjet za proteoliticko
djelovanje. Nizak pH i visoka temperatura moguci
su uzrok rupture membrane lizozoma, nakon &ega
oslobodene katepsinske proteinaze difundiraju u
intermiofilamentni prostor, gdje zapocinju proteolizu.
Medutim, proces zapocinje jedino ako je pH iznad 6,0
(Toldra, 2002), unato€ njihovu oslobadanju iz lizozo-
ma. Prema tome, moZe se pretpostaviti da proteoliza
zapocinje djelovanjem kalpaina, osobito kalpaina | u
uvjetima niske koncentracije Ca?*-iona, koji razlazu
Z-membranu i regulatorne proteine, a zatim s padom
pH mesa dolazi do inaktivacije kalpaina i oslobadanja
katepsina koji su sposobni za razgradnju miofibrilar-
nih proteina (Toldra, 2002). lonska sila, zahvaljujuci
soljenju, takoder doprinosi proteinskoj razgradnji.
Bududi da su kalpaini aktivni jedino u neutralnoj pH

V Slika 2. Postmortalna aktivacija kalpaina i omek$avanje m. longissimus
dorsi goveda (Dransfield, 1994)

V Figure 2. Activation of calpains post-mortem and tenderization of beef
m. longissimus dorsi (Dransfield, 1994).

ma. Najprije se aktivira kalpain |
(MCANP) koji zahtjeva mikromo-
larnu koncentraciju (50 — 70 pM)

10

Ca*-iona, a naknadna aktivacija gt

kalpaina 1l (mCANP) dogada se
u prisutnosti milimolarne koncen-
tracije (1-5 mM) Ca?*-iona. Prema
Dransfieldu, (1994) u citosol se
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sredini, porast pH post mortem (Koohmaraie, 1994)
i porast koncentracije soli u mesu uzrokuju njihovu
inaktivaciju vrlo brzo nakon klanja (10-14 dana) (Tol-
dra, 2002). Ova ¢injenica dovodi u pitanje vaznost
kalpaina u ukupnoj proteolizi misi¢nog tkiva prsuta
tijekom prerade.

Katepsini B, D, H i L su aktivni u kiseloj sredini,
maleni su (20-40 tisu¢a Mr) i locirani na lizozomina.
Katepsini B, H i L spadaju u cisteinske proteinaze
i aktivni su tijekom cijelog procesa prerade (Toldra,
2002). Utvrdena je uobicajena rezidualna aktivnost
u iznosu od 5 — 10% u prSutima nakon 15 mjeseci,
Sto ih svrstava u red stabilnih enzima (Toldra i sur.,
1993). Katepsin D (aspartatna proteinaza) je aktivan
tijekom Sest mjeseci preradbenog procesa. Ispitiva-
nja in vitro, pokazuju katepsinsku aktivnost u razgra-
dnji razli¢itih miofibrilarnih proteina i to razgradnji
titina, miozinskih teskih lanaca, aktina, tropomiozina
i troponina Ti |, od strane katepsina D i L, te miozina
i aktina od strane katepsina B (Toldra, 2002). S druge
strane, katepsin H specifi¢nih je osobina, jer pokazu-
je i endo i aminopeptidaznu aktivhost. Jo$ nije sa
sigurnoscu utvrdeno koji od katepsina imaju vazniju
ulogu u proteolizi misi¢nog tkiva tijekom prerade.
Dosada$nja istraZivanja bazirana su uglavhom na
individualnoj enzimskoj aktivnosti u samom mjestu
djelovanja enzima (in situ, promatranja na temelju
iskustva) i hipotezama temeljenim na eksperimental-
nim modelima in vitro. Utvrdene varijabilnosti ugla-
vhom su rezultat razli¢itih analiti¢kih metoda i razlika
u tehnoloSkom procesu (Toldra, 2002). Nadalje, vrlo
vazna Cinjenica kod ispitivanja aktivnosti svih enzi-
ma u prsutu je anatomski polozaj i funkcija misi¢a u
kojem se vrse ispitivanja. Primjerice, m. semimem-
branosus (SM) i m. biceps femoris (BF) su smjesteni
blizu povrSine buta, ali je kod vecine tipova prsuta
(ovisno o nacinu obrade buta) BF pokriven kozom i
potkoZnim masnim tkivom, nasuprot SM, koji se nala-
zi na medijalnoj strani buta (otvorena povrsina). Zbog
toga je misi¢ SM viSe izloZen visokoj koncentraciji soli
suSenja i zrenja. S tim u svezi vedi broj autora nalazi
nizu enzimsku aktivnost u SM (Sarraga i sur. 1993;
Parrefio i sur. 1994; Rico i sur. 1990). Zbog visokog
koeficijenta korelacije izmedu aktivnosti katepsina B
i L (Vestergaard, 1996), aktivhost katepsina B &esto
moze biti pokazatelj zajednicke aktivnosti. Katepsin
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B je maksimalno aktivan kod pH 5,7, 80% aktivnosti
ima kod pH 6,0 (Rico i sur. 1991; Toldra i sur. 1992
b), a oko 60% na pH 5,5 (Toldra i sur. 1993), dok je
optimalna temperatura 37°C (Bond, 1989). U stanju
je hidrolizirati miozin, aktin, tropomiozin, troponin T
i kolagen, te razgraditi miozin na manje fragmente
molekulske mase oko 50.000 do 220.000 (Toldra,
2002). Optimalan pH za katepsin L je takoder 5,7
i optimalna temperatura 37°C (Rico i sur. 1991), a
80% aktivnosti zadrzava kod pH 6. Oba ova enzima
su jo$ aktivna na 20°C, a buduéi da temperatura tije-
kom faze susenja i zrenja raste, raste i njihova akti-
vnost (Rico i sur. 1991). Oko 50-65% katepsina B i
80% katepsina B+L ostaje aktivno na a, 0,85 - 0,90,
Sto je tipi¢na vrijednost za vodeni aktivitet mesa buta
tijekom prerade (Rico i sur. 1991; Toldra i sur.1992b).
Nadalje, 60 — 70% aktivnosti ovi enzimi zadrzavaju u
uvjetima 6% soli (Rico i sur. 1991; Toldra i sur. 199-
2b). Nitrati i askorbinska kiselina nemaju utjecaja na
aktivnost katepsina B i B+L u koncentraciji koja se
primjenjuje kod prerade prSuta (Rico i sur. 1991; Tol-
dra i sur. 1992b). Jo$ nije u potpunosti razjaSnjeno
zbog €ega glukoza, €ak i u niskoj koncentraciji (0,1 —
0,5 g/l), izrazito stimulira aktivnost katepsina B (Rico
i sur. 1991; Toldra i sur. 1992b). Nakon 8 mijeseci
od pocetka procesa prerade (kod zavrdne tempera-
ture 26°C) u Spanjolskih prsuta je utvrdeno sljedece:
27% pocCetne aktivnosti katepsina B zaostaje u misi-
¢u SM, a 45% u miSi¢u BF, (Parrefio i sur. 1994).
Toldra i Etherington, (1988) nalaze 18% rezidualne
aktivnosti katepsina B+L i 14% katepsina B u miSi¢u
SM, a Toldra i sur. (1991) utvrduju prosje¢no 40%
rezidualne enzimske aktivnosti u misicu BF, a slicne
rezultate imaju i Sarraga i sur. (1993). Prema nekim
autorima katepsin L brzo gubi aktivnost, a maksimal-
nu aktivnost postize na pocetku preradbenog proce-
sa (Parrefio i sur. 1994). Rico i sur. (1990) i Toldra
i sur. (1993) zaklju€uju da su katepsin L, a osobito
katepsin B, najvazniji enzimi koji uzrokuju proteolizu
tijekom procesa prerade prsuta. Katepsin H je lizo-
zomski cisteinski enzim s endo- i egzopeptidaznom
aktivno$cu (Toldra i sur. 1996). Maksimalnu aktivnost
postize kod pH 6,5 - 6,8, dok pad pH ispod 5,7 uzro-
kuje nagli pad aktivnosti (Rico i sur. 1991), a kod pH
6,0 pokazuje 82% aktivnosti (Rico i sur. 1991; Toldra
i sur. 1992b). Endopeptidazna aktivnost katepsina H
je slaba, a egzopeptidazna aktivnost je ograniCena
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na slobodne aminokiselinske ostatke, odnosno na
hidrolizu njihovih baznih ostataka. Optimalna tempe-
ratura djelovanja je 37°C, ali je aktivan (30%) i na
20°C, a zadrzava i 20 — 40% aktivnosti kod tipic¢ne
vrijednosti a, mesa tijekom procesa prerade (0,85-
0,90) (Rico i sur. 1991; Toldra i sur. 1992b). Sol je jak
inhibitor katepsina H, te u uvjetima 6% soli katepsin
H zadrzava samo 35-38% aktivnosti. Nitrati, glukoza
i askorbinska kiselina nemaju utjecaja na aktivnost
katepsina H (Rico i sur. 1991; Toldra i sur. 1992b).
Toldra i sur. (1991) nalaze da aktivnost katepsina H
brzo opada tijekom procesa prerade, a Parrefio i
sur., (1994) nalaze da aktivnost katepsina H naglo
pada na nizak nivo odmah nakon faze salamurenja,
te zaklju€uju da je utjecaj ovog enzima na proteolizu
zanemariv. Optimalan pH za aktivnost katepsina D je
3,0 —4,5. Sposoban je hidrolizirati titin, miozin, nebu-
lin, aktin i tropomiozin, te sli¢no katepsinu B, razgra-
duje miofibrilarne proteine (miozin) na fragmente
molekulske mase oko 100.000 (Toldra, 2002). Una-
to€ optimalnom kiselom pH, aktivan je 30% kod pH
5,51 13% kod pH 6 (Toldra i sur. 1992b). Sol je tako-
der, snazan inhibitor aktivnosti katepsina D, pa samo
10% od ukupne aktivnosti zaostaje u sredini sa 6 %
soli (Rico i sur. 1990; Toldra i Etherington, 1988; Tol-
dra i sur. 1992b). Katepsin D je uglavnom aktivan na
temperaturi faza susenja i zrenja, a maksimalno je
aktivan na 40°C (Rico i sur. 1990). Na 30°C, zadrza-
va 83% aktivnosti (Toldra i sur. 1992b). Snizavanje
a,, vrijednosti, smanjuje enzimsku aktivnost katepsi-
na D, tako da kod tipi¢ne vrijednosti aktivnosti vode u
procesu susenja mesa (0,85-0,90) prisutno 65-75%
aktivnosti ovog enzima (Toldra i sur. 1992b; Rico i
sur. 1990). Nitrati ne djeluju znacajnije na aktivnost
katepsina D (Toldra i sur. 1992b; Rico i sur. 1990).
Niske koncentracije glukoze (0,5 g/l) neznatno inhi-
biraju aktivnost katepsina D (Toldra i sur. 1992b), dok
visoke koncentracije glukoze (iznad 4 g/l) osjetno
pojaCavaju aktivnost ovog enzima (Rico i sur. 1990).
Askorbinska kiselina nema utjecaja ili neznatno sti-
mulira aktivnost katepsina D (Rico i sur. 1990; Toldra
i sur. 1992b). Rico i sur. (1990), Toldra i sur. (1991,
1993), Sarraga i sur. (1993) i Toldra i Etherington,
(1988) zakljuuju da katepsin D moze biti vazan za
proteolizu jedino u prvim fazama procesa prerade
priuta, gdje je aktivan zahvaljujuci niskoj koncentra-
ciji soli i visokoj aktivnosti vode. Nasuprot tomu, Gil i

sur. (1989) ne uo€avaju nikakvo smanjenje aktivnosti
katepsina D za vrijeme procesa prerade Spanjolskih
prSuta. Toldra i sur. (1993) u razli€itim fazama pre-
radbenog procesa prsuta, elektroforezom utvrduju
brojne promjene, kao Sto su progresivna razgradnja
miozina i troponina C i | i formiranje fragmenata
razliite molekulske mase te pretpostavlja da aktin,
aktinin, troponin T i tropomiozin najvjerojatnije nisu
promijenjeni. Neki proizvodi razgradnje identificirani
elektroforezom, najvjerojatnije potje€u od proteolize
miozina od strane katepsina B i L, a mozda i katepsi-
na D (Toldrai sur. 1993).

Najvaznije miSicne egzopeptidaze podijeljene su
na amino-, karboksi-, di-, tri-, dipeptidil- i tripeptidil-
peptidaze. Ovi enzimi uglavnom sudjeluju u kasnijim
fazama proteoliticke razgradnje. Di- i tripeptidilpepti-
daze (DPP i TPP) sudjeluju u stvaranju di- i tripe-
ptida od proteinskih i polipeptidnih amino ostataka.
DPP I, DPP Il i TPP | su smjestene na lizozomima,
a optimalnu aktivnost postizu u kiseloj sredini. DPP |
je lizozomska cisteinska proteaza (koristen je i naziv
katepsin C) s optimalnim pH 5,0 — 6,0, a aktivna je
jedino u prisustvu halidnih iona ili spojeva tiola. DPP
Il je lizozomska serinska proteaza s optimalnim pH
4,5 - 5,5, a razlikuje se od DPP | po tome $5to njezin
specifiCni supstrat ne zahtijeva prisustvo tiola i halida
(Vestergaard, 1996). DPP lll, DPP IV i TPP Il su loci-
rane u citosolu, a DPP IV je vezana za membranu.
Optimalan pH za ove enzime je 7,0 — 8,0. DPP Il
DPP IV uklanja amino ostatke dipeptida, ako je pre-
tposljednji ostatak prolin ili alanin. TPP su serinske
proteaze. Ova grupa enzima je ativna €ak i nakon
15 mjeseci procesa prerade prsuta, osim DPP Il
koja je aktivna do 8. mjeseca preradbenog procesa
(Sentandreu i Toldra, 2001). Karboksipeptidaza A
(katepsin A) je serinska proteaza, a karboksipepti-
daza B (katepsin B2) cisteinska proteaza. Obje su
smjestene na lizozomima i imaju optimalan pH oko
5,0 - 5,5 (Kirschke i Barrett, 1987). Dipeptidaze (pro-
lil-, prolin-, glicil-, leucin- i glicil-glicin) i tripeptidaze
su smjeStene na lizozomima, a kataliziraju hidrolizu
peptidnih veza dipeptidnih i tripeptidnih amino osta-
taka (Toldra, 2002). Zadnji korak proteinske razgra-
dnje u miSi¢ima je stvaranje slobodnih aminokiselina.
Veliki porast koncentracije slobodnih aminokiselina u
prSutu (Aristoy i Toldra, 1991; Toldra i Aristoy, 1993)
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vezan je s aktivno$¢u miSiénih aminopeptidaza u
neutralnom pH (Toldra i sur. 1992a; Nishimura i sur.
1990). Aminopeptidaze su enzimi koji hidroliziraju
peptidne veze u blizini amino krajeva mnogih protei-
na i polipeptida, odnosno razlaganje peptida rezultat
je uklanjanja jedne aminokiseline smjestene u nizu,
odmah iza N-kraja. Tako, alanil-aminopeptidaza
hidrolizira peptide s alaninom vezanim za amino
kraj, leucil-aminopeptidaza hidrolizira amino kraj s
leucilom itd. Medutim, to su samo posebne sklonosti
ovih enzima, jer su oni sposobni hidrolizirati i veze s
drugim aminokiselinama (Flores i sur. 1996; 2000).
Arginil- (RAP), leucil- (LAP), alanil- (AAP), metionil-
(MAP) i piroglutamil- (PGAP) aminopeptidaze su
smjestene u citosolu i aktivne u neutralnom (RAP i
AAP) ili baznom pH (LAP i PGAP). Alanil- i metio-
nil-aminopeptidaze su aktivne u razlicitim uvjetima
supstrata, dok je arginil-aminopeptidaza (amino-
peptidaza B) aktivna jedino u prisutnosti klorida, a
hidrolizira bazne aminokiseline. Leucil- i pirogluta-
svinja, a optimalni pH za njihovu aktivnost je daleko
od nivoa pH u prSutu tijekom prerade, pa je njihov
znacaj vjerojatno zanemariv (Toldra, 2002).

RAZGRADNJA BJELANGEVINA | PEPTIDA

Djelovanje kalpaina i katepsina u pocetnim faza-
ma prerade vezano je s fragmentacijom miofibrila
kroz Z-membranu, hidrolizom dezmina, titina i nebu-
lina i pojavom dva polipeptida molekulske mase
95.000 i 30.000 (Koohmaraie, 1994). Rezultat toga
je intenzivna proteinska razgradnja i porast mekoce
mesa. Elektroforeza misiénih sarkoplazmatskih i
miofibrilarnih proteina pokazuje da tijekom prera-
dbenog procesa prSuta nastaju zna€ajne promjene
ovih proteina (Toldra i sur. 1993). Miozinski teski
lanac (HMM) i laki lanci (LMM) 1 i 2, te troponin C
i | nestaju, a formira se nekoliko fragmenata mole-
kulske mase 150.000, 95.000 i 16.000, te neko-
liko od 50.000-100.000 i 20.000-45.000 (Toldra,
2002). U osnovi, hidroliza miofibrilarnih proteina
je intenzivnija od hidrolize sarkoplazmatskih prote-
ina. Sliéne promjene utvrdene su kod Spanjolskog
Serrano prsuta i francuskog Bayone prsuta (Toldra
i sur. 1992a; Monin i sur. 1997). Pregled elektron-
skim mikroskopom, takoder pokazuje znacajne

AUTORSKI PREGLED

ultrastrukturalne promjene, kao Sto su razgradnja i
smanjenje Z-membrane i o$tecenja miSi¢nih vlaka-
na. Rupture misi¢nih vlakana su jace izrazene pred
kraj faze soljenja (Monin i sur. 1997). Vezano za
proteinaznu aktivnost i stabilnost, aktivnost kalpaina
je smanjena prvih dana post mortem. Katepsin D je
aktivan prvih 6 mjeseci, a katepsini B, L i H su akti-
vni tijekom cijelog preradbenog procesa. U svakom
slucaju, katepsini B i L su vrlo znacajni, jer zahva-
ljujuci optimalnom pH (5,7), imaju dobru aktivnost i
stabilnost. Neki problemi vezani za konzistenciju i
organolepticke osobine prSuta povezani su s inten-
zitetom proteolize, odnosno s prekomjernom prote-
olizom. Prekomjerna proteoliza u prSutu vezana je
s genetskom osnovom, hranidbom i dobi svinja, §to
mozZe znacajno utjecati na aktivhost nekih enzima,
osobito viSi nivo katepsinske aktivnosti. Posljedica
je mekSa konzistencija prSuta i loSija ocjena organo-
lepti¢kih osobina priuta. Mek3a konzistencija priuta
u pozitivnoj je korelaciji s povisenom rezidualnom
aktivnoS¢éu katepsina B i nizim nivoom soli (Parolari
i sur. 1994) i povisenom rezidualnom aktivnoSéu
katepsina B+L (Garcia-Garrido i sur. 2000). PoviSe-
na koncentracija peptida i slobodnih aminokiselina,
kao rezultata prekomjerne proteolize, moze uzroko-
vati neprijatan okus prsuta. Rodriguez- Nufiez i sur.
(1995) analiziraju rezultate proteinske razgradnje i
gomilanje peptida, te nalaze brojne peptide velike
molekulske mase (2.700-4.500). Ovi peptidi nasta-
ju nakon faze soljenja i tijekom rane faze susenja i
zrenja pr8uta, koji se u slijedeéim fazama procesa
hidroliziraju na peptide manjih molekulskih masa
(ispod 2.700). Povecanje koncentracije peptida u
uvjetima niske koncentracije dodane soli, potvrduje
inhibitorni utjecaj soli na katepsine (Rico i sur. 1991).
Prema Martin i sur. (1998), povecanjem koncentra-
cije soli smanjuje se stvaranje peptida. Najvaznija
peptidaza u procesu prerade prSuta najvjerojatnije
je DPP I, s obzirom na optimalan pH (5,5) te akti-
vnost i stabilnost tijekom prerade. NeSto manju
vaznost vjerojatno ima DPP 1V, a druge peptidaze
imaju manji znacaj. U novijim istraZivanjima izolira-
ni su i identificirani u pr8utu na kraju tehnoloskog
procesa, tripeptidi koji sadrze Glu, Val i Asp i neki
dipeptidi kao lle, Val, Leu-Glu, lle-Asp, Ala-Met, Gly-
Glu, Glu-Arg, Pro-Leu, Gly-Ser, Asp-Val, i Ser-Lys
(Sentandreu i sur. 2002).
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STVARANJE SLOBODNIH AMINOKISELINA

Prekomjerno stvaranje slobodnih aminokiselina
tijekom procesa prerade prsuta, rezultat je inten-
zivne proteolize u miSicnom tkivu. NajcesSce 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. Sadrzaj slobodnih aminokiselina u Parma
prSutu, raste osobito u periodu od 9. do 12. mjeseca
prerade (Schivazappa i sur. 1995). S druge strane,
kod Spanjolskih prSuta najveca koliina slobodnih
aminokiselina se stvara nakon 240 dana prerade,
Sto se ujedno poklapa s najintenzivnijom prote-
inskom razgradnjom i maksimalnom enzimskom
aktivnoScu. Nakon toga, stvaranje slobodnih amino-
kiselina se usporava, zahvaljujuéi redukciji enzimske
aktivnosti i reakcijama koje rezultiraju stvaranjem
drugih spojeva (Toldra i sur. 2000). Trend smanjenja
nastanka slobodnih aminokiselina pojavljuje se kod
francuskih prSuta nakon 179 dana (Buscailhon i sur.
1994), a kod iberijskog prSuta nakon 420 dana (Ruiz
i sur. 1999). Mali peptidi, koji nastaju kao rezultat
djelovanja tri- i dipeptidilpeptidaza, stvaraju se sve
do kraja procesa prerade prSuta. Najvisa koncen-
tracija slobodnih aminokiselina nadena je kod ibe-
rijskih prSuta, koji imaju dug period zrenja (vise od
24 mjeseca), a najniza koncentracija je zabiljezena
kod prsuta s kratkim preradbenim procesom (Toldra
i Flores, 1998). Zahvaljuju¢i porastu koncentracije
slobodnih aminokiselina, specificnostima supstrata
i specificnim aktivnostima svakog enzima, moguce
je odrediti u kojoj mjeri pojedina aminopeptidaza
svojom aktivhoS¢u doprinosi procesu proteolize.
Na osnovu toga, najvjerojatnije je da su najvazniji
enzimi koji sudjeluju u oslobadanju gotovo svih
aminokiselina, alanil- i metionil-aminopeptidaze, a
zatim arginil- aminopeptidaze, koje stvaraju arginin
i lizin. UeSc¢e leucil- i piroglutamil-aminopeptidaza,
bez obzira na dobru stabilnost, izgleda da je sma-
njeno, zahvaljujuéi optimalnom baznom pH i niskoj
1998). Ponekad se kao rezultat pojaane proteoli-
ze moze javiti pojatana produkcija peptida, osobito
molekulske mase od 26.000 do 87.000, koji uzrokuju
stvaranje povrsinskog bijelog filma na reznoj povrsini
prSuta (Toldra i sur. 1990) ili formiranje vidljivih bijelih
kristala tirozina unutar misi¢nog tkiva prsuta.

UMJESTO ZAKLJUGKA

Razgradnja miSi¢nih bjelan€evina, odnosno tijek i
stupanj proteolize, te profil i koli¢ina nastalih produ-
kata uz druge biokemijske procese imaju presudan
u€inaka na konacnu kakvocéu prsuta. Poznavanjem
ovih procesa i uvjeta u kojima su pojedini enzimi
aktivni moze se u procesu prede utjecati na tijek i
stupanj proteolitickih promjena, a time i na kakvoéu
prsuta kao finalnog proizvoda.

SUMMARY
PROTEOLYSIS IN MUSCLE TISSUES DURING THE
PROCGESSING OF DRY-CURED HAM

Proteolysis is a complex biochemical process of hydro-
lysis of proteins to the peptides and free amino acids by
endogenous enzymes action. By action of muscle prote-
ases, which are endopeptidases (calpains and catepsins)
responsible for muscle tissue initially tenderization as well
as egzopeptidases (peptidases, aminopeptidases and
carboxipeptidases) responsible for later stages of pro-
teolytical degradation, the post mortem muscle proteins
breakdown take place. Proteolysis in muscle starts with
releasing of Ca2+ ions from the sarcoplasmic reticulum
and activation of calpains which are probably responsible
for Z-disc and regulatory proteins degradation, and it pro-
ceeds by activation of catepsins and main myofibrillar pro-
teins degradation which calpains are unable to hydrolyse.
Proteins degradation post mortem and increment of meat
pH as well as increment of salt concentration inactivate
the calpains just after 10 to 14 days after the slaughter-
ing. These processes produce the protein fragments and
middle polypeptides. Further polypeptides and oligopep-
tides degradation until the small peptides and free amino
acids takes place by action of different egzopeptidases
(tripeptidylpeptidases, dipeptidylpeptidases, dipeptidases,
aminopeptidases and carboxipeptidases). The products
of proteolysis have a direct influence on dry-cured ham
texture and taste as well, and they ere involved in creating
of characteristic flavour and dry-cured ham final sensorial
characteristics.

Key words: proteolysis, dry-cured ham
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MESA SARANA IZ INTENZIVNOG UZGOJA
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SAZETAK

U radu su prikazani rezultati senzornih, mikrobiolo$kih i
kemijskih pretraga mesa Sarana iz intenzivnog uzgoja. Za
potrebe istrazivanja uzorkovano je 10 primjeraka Sarana
prosjeCene mase 2092 g. Organoleptickom pretragom svi
Su uzorci ocijenjeni sviezom ribom. Na osnovi rezultata
mikrobioloSke pretrage mesa Sarana zaklju¢ujemo da 20%
uzoraka zadovoljava odredbe Pravilnika o mikrobioloSkim
standardima za namirnice (NN RH 125/03, 40/01, 20/01).
Koli¢ina bjelan¢evina u uzorcima Sarana prosjecno je
iznosila 17,17 %, masti 10,56 %, vode 69,93 % i pepela
1,25%.

uvoD

Koli¢ine pojedinih hranjivih tvari u mesu riba zna-
¢ajno variraju ovisno o vrsti ribe, prehrani, starosti,
spolu, migraciji, uvjetima okoliSa te godiSnjem dobu.
U tabl. 1. prikazan je prosjecni sastav mesa nekoliko
najpoznatijin vrsta slatkovodnih riba, a radi uspore-
dbe, i sastav nekoliko najéeséih drugih namirnica

animalnog podrijetla (Kulier, 1996).

Koli¢ine pojedinih hranjivih tvari u mesu riba zna-
€ajno variraju ovisno o vrsti ribe, prehrani, starosti,
spolu, migraciji, uvjetima okoliSa te godiSnjem dobu.
U tabl. 1. prikazan je prosjecni sastav mesa nekoliko
najpoznatijih vrsta slatkovodnih riba, a radi uspore-
dbe, i sastav nekoliko naj¢eS¢ih drugih namirnica
animalnog podrijetla (Kulier, 1996). Sastav ribljeg
mesa je u sustini jednak sastavu mesa Zivotinja
za klanje. Ipak, poradi nekih svojih osobina riblje
meso se razliito ponasa pri uskladistenju i Cuva-
nju, odnosno u tehnoloskim procesima prerade. Na
to prvenstveno utjeCe veéi postotak vode u mesu
ribe, te je ono podloZnije kvarenju. Meso riba ima
mnogo manje vezivnog tkiva, njeznije je, podloznije
enzimskoj i mikrobioloskoj razgradnji, te time i lakSe
probavljivo (MaroSevi¢, 1982). Bjelancevine riblieg
mesa su bioloski jednako vrijedne kao i bjelan&evine
iz drugih Zivotinjskih izvora (mesa toplokrvnih Zivoti-

' Alan Fleck, dr. vet. med., Veterinarska ambulanta “Goldi”, Preradovi¢eva 26, Zagreb

2 Dr. sc. Mirza Hadziosmanovi¢, redoviti profesor; dr. sc. 2eljka Cvrtila, docentica; dr. sc. Nevijo Zdolec, znanstveni novak
- viSi asistent; Ivana Filipovié¢, dr. vet. med. ,znanstvena novakinja — asistentica; dr. sc. Lidija Kozacéinski, izvanredna
profesorica; Zavod za higijenu i tehnologiju animalnih namirnica, Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, Zagreb,

Heinzelova 55.
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