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1. Uvod

Zamrzavanjei skladiStenje u smrznutom stanju je danas u svijetu jedna od najcesc¢ih metoda
konzerviranja hrane kojom se gotovo na neodredeno vrijeme, moZze odrzati mikrobioloska i
biokemijska stabilnost hrane. Zamrzavanje uzrokuje odredene vise ili manje ireverzibilne
promjene u hrani, koje su izravna ili neizravna posljedica tvorbe leda i u funkciji su brzine

zamrzavanja, Sto je zamrzavanje brZe to su te promjene manje i obrnuto.

Jedna od najznacajnijih promjena je denaturacija proteinamesa do koje dolazi nakon gubitka
vode (zbogstvaranja kristala leda) iz stani¢ne strukture koja je do tada sluZila kao svojevrsna
mehanicka barijera izmedu proteinskih lanaca. Najpodlozniji denaturaciji tijekom

zamrzavanja i skladistenja u smrznutom stanju su miofibrilarni proteini mesa.

Radi sprecavanja denaturacije i ouvanja sposobnosti Zeliranja miofibrilarnih proteina
tijekom zamrzavanja i skladistenja u smrznutom stanju mesa i ribe, najceSce se dodaju
razliciti krioprotektori. Krioprotektori su tvari koje u hrani poveéavaju maseni udio vezane
(nesmrzljive) vode koja pri komercijalnim temperaturama zamrzavanja sluzi kao mehanicka

barijera i sprjecava koagulaciju funkcionalnih proteina.

B-glukani su sastavljeni od molekula glukoze, koje mogu biti povezane B-(1,3), (1,4) i (1,6)

glikozidnom vezom. (1,3), (1,4)- B-D-glukani se najcesce izoliraju iz Zitarica, jeCma i zobi.

Istrazivanja su pokazala da je dodatak B-glukana iz jeéma mesnom tijestu uzrokovao
povecdanje entalpije denaturacije miofibrilanih proteina mesa, Sto se moZe znaciti da -
glukaniulaze u interakcije s proteinima mesa, dodatno ih hidratiziraju i stabiliziraju (Morin i

sur. 2004).

Cilj ovog rada bio je istraziti krioprotektorsko djelovanje B-glukana iz zobi, koja je od svih
Zitarica najbogatiji izvor ovog dugolancanog polisaharida (4,6 — 4,9%), na miofibrilarne

proteine uzoraka govedeg mesa tijekom jednomjesecnog skladistenja u smrznutom stanju.
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2.1. KONZERVIRANJE MESA ZAMRZAVANIJEM

Zamrzavanje je fizikalna metoda konzerviranja hrane, odnosno proces u kojem se
primjenom niskih temperatura stvaraju nepovoljni uvjeti za rast i razmnoZavanje
mikroorganizama (Herrera i Mackie, 2004.).

Zamrzavanjem se, pod odredenim uvjetima, za razliku od hladenja, mogu konzervirati
razli¢ite namirnice na duZi period, prakticki neograni¢eno (Lovrié¢, 2003.). Konzerviranje

zamrzavanjem temelji se na dva osnovna principa:

e sniZzenju temperature hrane, pri ¢emu se svakim sniZzenjem temperature od 10 °C

degradabilni procesi razgradnje hrane uspore 2 — 3 puta,

e kristalizaciji i izdvajanju kemijski Ciste vode, Sto rezultira koncentriranjem intra- i
ekstracelularne tekucine, smanjenjem a,, hrane, blagim snizenjem pH, inhibicijom

enzimatskih reakcija i razvitka mikroorganizama (Mastanjevi¢, 2010.).
Zamrzavanje sprjeCava mikrobioloSko kvarenje i usporava kemijske i biokemijske
promjene koje naru$avaju kvalitetu hrane. Unatoc tome neprikladno skladiStenje hrane u
smrznutom stanju i neprilagodeni uvjeti skladistenja mogu utjecati na strukturu proteina i

rezultirati narusavanjem kvalitete krajnjeg proizvoda (Herrera i Mackie, 2004.).

2.1.1. Postupci zamrzavanja mesa

Postupke zamrzavanja mesa prema brzini provedbe procesa dijelimo na sporo zamrzavanje
kod kojeg je brzina kretanja zoneleda 0,1 —0,2 cm h™, brzo zamrzavanje kod kojeg je brzina
kretanjazoneleda 0,5 -3 cm h™, te vrlo brzo zamrzavanje kod kojeg je brzina kretanja zone

leda 5—10i vise cm h™.

Optimalna brzina za zamrzavanje mesa je veéa od 0,5 cm h™’. Brzina zamrzavanja ovisi o
pokretnoj sili koja je rezultat razlike temperature proizvoda i temperature rashladnog
uredaja, otporu prijenosu topline koji je rezultat sastava odnosno svojstava proizvoda,
njegovih dimenzija, brzine strujanja rashladnog medija, stupnja kontakta izmedu rashladnog

medija i proizvoda itd. (Mastanjevi¢, 2010.).

Takoder postupke zamrzavanja mozemo podijelitii prema nacdinu odvodenja topline na:
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e zamrzavanje strujom rashladnog zraka,
e zamrzavanje kontaktom s hladenim (metalnim) povrSinama i

e zamrzavanje imerzijom (uranjanjem) i rasprsivanjem.

2.1.2. Utjecaj brzine zamrzavanja na kvalitetu smrznutog mesa

Brzina zamrzavanja bitno utjece na kvalitetu smrznutog mesa. Tijekom zamrzavanja mesa,
neovisno o brzini zamrzavanja, zbog manje koncentracije otopljenih tvari prvo kristalizira
ekstracelularnatekudina, ato uzrokujei njeno koncentriranje, te poveéanje osmotskog tlaka
zbog Cega stanicna tekudina difundiraizvan stanicei doprinosirastu ekstracelularnih kristala
leda. Gubitak vode iz staniéne strukture koja u normalnim uvjetima djeluje kao svojevrsna
mehanicka barijeraizmedu proteinskih lanaca, uzrokuje spontane interakcije proteina koje

rezultiraju koagulacijom (denaturacijom) (Mastanjevi¢, 2010.).

Ako meso izlazemo postupku brzog zamrzavanja, nastaje veliki broj nukleusa kristalizacije
rasporedenih podjednako intra- i ekstracelularno. Daljnjim sniZzenjem temperature iz
nukleusa nastaje veliki broj malih kristala leda koji u odnosu na velike manje oStecuju
stani¢éne membrane, odnosno misi¢no tkivo. Mali kristali leda vise reflektiraju svjetlost od
velikih zbog €ega je smrznuto meso svjetlije od mesa izloZenog postupku sporogzamrzavanja
pri kojem nastaju veliki kristali leda. Ako meso izlazemo sporom postupku zamrzavanja,
nastaje mali broj nukleusa rekristalizacije i to uglavnom ekstracelularno. lzdvajanje kemijski
Ciste vode u obliku kristala leda uzrokuje koncentriranje ekstracelularne tekuéine i povecanje
osmotskogtlaka zbog ¢ega tekucina difundira van stanice i doprinosi rastu ekstracelularnih
kristala leda. Veliki kristali leda znacajno mehanicki oStecuju stani¢ne membrane i misi¢no
tkivo opéenito, te se voda tijekom odmrzavanja uglavnom ne vraca i ne ugraduje u stani¢ne
strukture. Ireverzibilni gubitak vode iz stani¢nih struktura rezultira koagulacijom
(denaturacijom) proteina. Sa stajaliSte prehrambene tehnologije interes je provesti brzi
postupak zamrzavanja, kojim nastaju ravnomjerno intra- i ekstracelularni rasporedeni mali
kristalileda, Sto je pretpostavka manjih mehanickih oSteéenja tkiva kristalima (Mastanjevic,

2010.).
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2.2. KRIOPROTEKCIJA MIOFIBRILARNIH PROTEINA

2.2.1. Miofibrilarni proteini mesa

Maseni udjeli osnovnih gradivnih tvari mesa Zivotinja za klanje, peradi i divljaci krecu se u
sljedec¢im rasponima: w (vode) = 65 — 75%, w (proteina) = 16 — 20%, w (masti) = 3 — 30%, w
(ekstrativnih tvari s dusikom) = 1 — 2%. Proteine odnosno misi¢ne proteine najopcenitije
mozZemo podijeliti na misSi¢cne proteine topljive u vodi i slabim otopinama soli
(sarkoplazmatski), miSi¢éne proteine topljive u otopinama soli (miofibrilarni) i misi¢éne
proteine netopljive u vodi i otopinama soli (vezivnotkivni ili proteini strome) (Mastanjevié,

2010.).

Miozin i aktin su najznacajniji miofibrilarni proteini mesa. Miozin je najzastupljeniji (50 — 55%
miofibrilarnih proteina) strukturni miofibrilarni protein misi¢a. Miozin je fibrilarni protein a-
keratinskogtipa izgraden po principu a- heliks uzvojnice. Cine ga $tapiéi (d = 140 nm; 2r = 2
nm) koji imaju globularno spljostenu glavu. Svaka molekula miozina se sastoji od dvije
identi¢ne jedinice. Svaka jedinica se sastoji od repa, vrata i glave. U predjelu repa molekula
miozina nalazi se veliki broj kiselih i luznatih aminokiselinskih ostataka Sto rezultira velikim
brojem pozitivnih i negativnih naboja, te zbog toga rep molekule miozina ima veliku
sposobnost vezivanja vode (SpVV) u misi¢u (75 — 90% od ukupno vezane vode u misSicnom
tkivu). Od velikog fizioloSkogznacaja je i Cinjenica da miozin nije samo strukturni protein vec
ima i svojstva enzima za $to je odgovorna glava miozina (oslobadanje energije za kontrakciju
misica). Aktin je drugi najvazniji , kontraktilni“ protein miofibrila. To je ujedno i protein koji je
poslije miozina najviSe prisutan u miSicnom tkivu i to u koli¢ini od 11 do 17%. Aktin sadrzi
veliki udio prolina i nepolarnih aminokiselina Sto rezultira malim brojem slobodnih boc¢nih

naboja, odnosno malom SpVV (Mastanjevi¢, 2010.).

2.2.2. Mehanizam krioprotekcije miofibrilarnih proteina

Krioprotektorsko djelovanje tvari pripisuje se funkcionalnim hidroksilnim i karboksilnim
grupama sposobnim za stvaranje vodikovih mostova s dipolnim molekulama vode i sa
disociranim grupama aminokiselinskih ostataka, ¢ime se sprje¢ava proces dehidratacije

proteina, intramolekularne reakcije ,oslobodenih® funkcionalnih skupina i stvaranje



2. Teorijski dio

nepozeljnih sekundarnih produkata (koagulacija). Migracija vode iz okoline proteinske
molekule je usporena ili potpuno zaustavljena, smanjena je povrSinska napetost vode,
zbog <Cega se usporava rast i ogranitava veli¢ina kristala leda, sprjeCava se
prekomjerno koncentriranje otopine, a time i povecanje aktiviteta otopljene tvari (Cunko,
2004.). PredloZeni su brojni mehanizmi kojima se objasnjavaju promjene uzrokovane
zamrzavanjem i krioprotekcija. Pretpostavlja se da do Stetnih promjena, koje su posljedica
zamrzavanja dolazi zbog toga Sto su netopljive komponente neadekvatno zasticene od
vode. Vezana voda je vrlo znacajna za cjelovitost stanica, posebno za strukturu i
funkcije proteina. MorfoloSke promjene stanica tijekom zamrzavanja i kristalizacije
upucuju na to da su staniéne membrane oCuvane tijekom sporog zamrzavanja zbog
povecanja stabilnosti mrezaste strukture. OsStecenja pri zamrzavanju rezultat su
ekstrakcije vezane vode iz vainihstaniénih struktura. Ekstrahirana voda koja se veZe na
rastuée kristale leda uzrokuje dehidrataciju i denaturaciju proteina. Tijekom brzog
zamrzavanja kristali leda smjeSteni intracelularno ne vezu samo slobodnu vodu vec i

vezanu i na taj nacin slabe mrezastu strukturu (Herrera i Mackie, 2004.; Xiong, 1997.).

2.2.3. Krioprotektori

Kako bi se sprijeCila denaturacija i oCuvala sposobnost Zeliranja miofibrilarnih proteina
tijekom zamrzavanja i skladiStenja mesa i ribe u smrznutom stanju, najceSée se dodaju
razliciti krioprotektori (Mastanjevi¢, 2010.). Krioprotektori imaju ulogu posrednika pri
vezanju vode za proteinei time povecavaju maseni udio vezane (nesmrzljive) vode. Ta voda
pri uobicajeno koristenim temperaturamasmrzavanjadjeluje kao mehanicka barijeraizmedu
lanaca miofibrilarnih proteinai sprje¢ava koagulaciju. Jedan dio krioprotektorskih molekula
se otapa jer ima slicnu povrSinsku napetost onoj na granici vode i leda i tada sluzi kao
nukleus (jezgra) kristalizacije i doprinosi stvaranju velikog broja malih kristala leda. Oni ne
uzrokuju znacajnija mehanicka oStecenja proteina, te je na taj na¢in o¢uvana kompaktnost i
kohezivnost gela proteina. Mnostvo tvari je bilo testirano sa svrhom da zastiti proteine
misSi¢nog tkiva od denaturacije i tako poboljsaju tehnoloske karakteristike smrznutog
misi¢nog tkiva. Tvari kao ugljikohidrati, Sec¢erni alkoholi i neke aminokiseline pokazale
su visoku krioprotektivnu ucinkovitost (Herrera i Mackie, 2004.). Smatra se da su

ugljikohidrati najucinkovitiji krioprotektori za miofibrilarne proteine, medutim primjena
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im je ograniCena zbog slatkastog okusa (Tomaniak i sur., 1998.). Kao najdjelotvorniji
krioprotektoriiz skupine disaharida mogu se izdvojiti saharozai laktoza, a od monosaharida:
glukoza, maltoza, fruktoza, galaktoza, ksiloza, riboza i rafinoza. Mogu se primijeniti i glicerol,
arabitol, sorbitol i ksilitol iz skupine Secernih alkohola, a od fosfata djelotvorni su
tripolifosfati, pirofosfati, tetrapolifosfati i heksametafosfati. Smjesa sorbitola i saharoze (u
masenom omjeru 1 : 1) i natrijeva tripolifosfata je smjesa koje se dosta Cesto i u€inkovito

komercijalno koristi (Lenardi¢,2006.).

2.3. B-GLUKANI

B-glukani su neskrobni polisaharidi, sastavljeni od molekula glukoze, koje mogu biti
povezane B-(1,3), (1,4) i (1,6) glikozidnom vezom.(1,3), (1,4)-B D-glukani su netopljivi u
vodi, a (1,3),(1,6) su topljivi. (1,3),(1,4)-B-D-glukani se najéeSce izoliraju iz Zitarica, jeCma i
zobi. U principu je B-glukan linearni polisaharidi koji se moze gledati kao celuloznilanac (70%
4-0-B-D-glukopiranozil jedinica) prekinutih s 3-O-B-D glukopiranozil jedinicama (30%) Sto
dovodido strukture koju dominantno cine celotrioza i celotetroza medusobno povezane
(1->3) vezama (Preedy i sur., 2011.). Nalazi se u bakterijama, algama, kvascima, gljivicama,
plijesnima i visim biljkama i zbog toga njihova struktura ovisi o izvoru iz kojeg su
izolirani. Premda se nalaze u svim Zitaricama, njihova koncentracija je najveéa u zobi (od 4,6
do 4,9%)i je¢mu (1,8 do 6%), dok ih u pSenici ima mnogo manje (od 0,2 do 1%), te
u rizi (2%). Siroko su rasprostranjeni u prirodi. U biljkama funkcioniraju kao strukturni i
energetski rezervni materijal. Topljivii netopljivi B-glukani imaju korisnu primjenu, najcesce
u farmaceutskoj, kemijskoj i kozmetickoj industriji (1,3),(1,4)-B-D-glukani imaju nisku
molekularnu masu, a u dodiru s vodom stvaraju viskoznu, ljepljivu otopinu (Popovi¢, 2012.;

Benito Roman i sur., 2011.; Pandzi¢ 2013.).
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2.3.1. B-glukan iz zobi

B-glukani se nalaze u vanjskom sloju endosperma i aleuronskom sloju zrna zobi. To je
vrijedan funkcionalni sastojak s brojnim industrijskim, ali i prehrambenim, te zdravstvenim
primjenama, odnosno prednostima. Iz zrna zobi se mogu izdvojiti postupcima kisele, alkalne
ili enzimske ekstrakcije pri ¢emu je enzimska pokazala najveée iskoristenje i kvalitetu

gotovog proizvoda (Ahmad i sur., 2010.).

Slika 1. Kemijska struktura B-glukana iz zobi (Preedy isur., 2011.).
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Mljeveno i prosijano zobeno brasno iz cjelovitog zrna

v

Refluksiranje (80%-tni etanol, 6h)

v

Mijesanje zobenog brasna s 1M NaOH (1:7)

¥
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v
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v

Centrifugiranje (22000 g, 20
min, 4 °C)

v
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v

Centrifugiranje (3500 g, 4 °C)
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¥

Centrifugiranje (3500 g, 4 °C)

v

Susenje peleta u vakuum
susioniku

!

Dodatak limunske kiseline
supernatantu do pH 7

v

Tretiranje termostabilnom a-
amilazom na 40 °C, inkubacija
3h
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¥

Tretiranje supernatanta
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v

Centrifugiranje (22000 g, 20
min, 4 °C)

v
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¥
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v
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Slika 2. Ekstrakcija B-glukana iz zobi

10



2. Teorijski dio

2.4. DIFERENCIJALNA MOTRIDBENA KALORIMETRIJA (DSC)

Diferencijalna motridbena kalorimetrija je jedna od najsire koriStenih termickih metoda u
analizi hrane (Farkas i Mohdcsi-Farkas, 1996.). DSC je diferencijalna tehnika u kojoj se
odredivanje ponasanja uzorka temelji na usporedbi s referentnom, inertnom tvari koja ne
pokazuje nikakvu termicku aktivnost u mjerenom temperaturnom rasponu. Ovako je
moguce puno preciznije zabiljeZiti promjene uzorka u usporedbi s mjerenjem samo

apsolutne temperature uzorka.

DSC je tehnika koja mjeri energiju potrebnu za odrzavanje temperaturne razlike izmedu
uzorkai referentnog materijala koji se nalaze u komoricama tijekom zagrijavanja ili hladenja
kontroliranom brzinom (Mastanjevié¢, 2010.). Mjerenje temperaturi se provodi kontinuirano
temperaturnim sondama, a grijaci prema potrebi osiguravaju toplinu komoricama kako bi
temperatura referentnog materijala i ispitivanog uzorka bile jednake. Podaci DSC analiza
prikazuju se termogramima koji prikazuju brzinu apsorbirane energije/dovedene energije od
strane uzorka u odnosu na referentni materijal u ovisnosti o vremenu ili temperaturi (okoline
iliuzorka). Moze se provoditii mjerenje promjene topline oslobodene od strane uzorka kao
funkcije vremena u izotermnim uvjetima (konstantna temperatura uzorka)

(http://www.msm.cam.ac.uk/phase-trans/2002/Thermal2.pdf).

Zbog sposobnosti mjerenja toplinskog toka reda veli¢ine uW, odnosno zbog velike
osjetljivosti DSC metode njezina primjena je gotovo neograni¢ena. Ova instrumentalna
metoda moZe zabiljeziti svaku fizikalnu promjenu ili kemijsku reakciju u kojoj dolazi do

oslobadanja ili troSenja ¢ak i vrlo malih koli¢ina energije.

Kalorimetrija je univerzalna metoda za proucéavanje razli¢itih kemijskih reakcija i fizikalnih
promjena koje su pracene stvaranjem ili oslobadanjem energije. Kalorimetrijska mjerenja
pocela su se provoditi veé sredinom 18. stolje¢a dok se DSC tehnika snazno razvija 70-ih i 80-
ih godina proslog stoljeca. U proslosti su toplinske metode, a time i DSC bile uglavhom
usmjerene na proucavanje polimera. Medutim stalnim usavrSavanjem tehnike i
automatizacijom, primjena DSC metoda se konstantno proSiruje na nova podrucja primjene
(farmaceutska, kemijska, prehrambena i petrokemijska industrija) gdje se ne koristi samo za
istraZzivanje termickih svojstava nego i za rutinske analize te kontrolu kvalitete uzoraka

tijekom proizvodnje, ali i gotovih proizvoda (Mastanjevi¢, 2010.).

11
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Najvaznija primjena DSC-a u istraZivanjima vezanim za hranu i njezine sastojke usmjerena je

na istrazivanja (Farkas i Mohdcsi-Farkas, 1996.):

e stabilnosti i denaturacije proteina,

faznih prijelaza vodenih sustava Skrobova,

e toplinske Zelatinizacije polisaharida,

e faznog ponasanja zamrznutih ugljikohidratnih sustava,

e karakterizacije staklastog prijelaza i kriostabilizacije hrane,
o tocke taljenja i stupnja kristalizacije lipida,

e stabilnosti na oksidacijske procese,

e uz odgovarajuce konstrukcijske modifikacije DSC je pouzdana, precizna i relativno

brza metoda za odredivanje toplinske provodljivosti hrane.

Za dobivanje podataka DSC analizom mogu se koristiti dva razli¢cita DSC sustava

(http://www.msm.cam.ac.uk/phase-trans/2002/Thermal2.pdf):
DSC toplinskog toka (eng. Heat-flux DSC),

DSC kompenziranog toplinskog toka (eng.Power compensation DSC).

2.4.1. DSC toplinskog toka (eng. Heat-flux DSC)

Prema principu rada DSC — toplinskog toka je sli¢na diferencijalnoj termickoj analizi (DTA),
medutim, osnovna razlika je Sto s DTA nije moguce provoditi kvantitativna mjerenja, dok je
DSC —toplinskog toka pogodna za takva mjerenja, jer sadrzi vrlo dobro definiranu termicku

otpornost u celiji (Van der Plaats, 1992.) .

Toplinski tok Q, prema uzorku potjece od ogrjevne stijenke i referentne tvari:

Qs :ch +Qrs = Kcs (Tc _Ts) + Krs(Tr _Ts) [k‘]hl] (1)

K. — koeficijent prijenosa topline izmedu ogrjevne stijenke i uzorka (k h™* m? K?)

12
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K., — koeficijent prijenosa topline izmedu referentne tvari i uzorka (kJ h™* m? K*?)
T.—temperatura ogrjevne stijenke (°C)
T, —temperatura uzorka (°C)

T.— temperatura referentne tvari (°C)

Uzorak i referentna tvar se nalaze u malim posudicama smjeStenim na metalnim ploama.
Metalne plo¢e omogucuju kontrolirani tok topline od izvora topline do uzorka i referentne
tvari. Buduéi da se mjerenje temperature odvija na ovim plo¢ama, odmah ispod posudica,
eliminiran je njezin utjecaj na termicku otpornost uzorka. Ovakva izvedba uredaja

omogucuje preciznije pracenje promjene entalpije uzorka (Van der Plaats, 1992.).

ZAGRIJAVANJIE ZAGRIJAVANJIE
ILI HLABEM.JE ILI HLADEM.JE

REFERENTHA
TVAR

] |

ULaz IZLAZ
INERNTHOG AT INERNTNOG
FLINA TERMOPARDVI LA

Slika 3. Shema komore DSC-a toplinskog toka (Mastanjevi¢, 2010.)
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2.4.2. DSC kompenziranog toplinskog toka (eng. Power compensation DSC)

U odnosu na prethodno opisanu DSC, ovdje su uzorak i referentna tvar potpuno odvojeni
jedan od drugog. Obje posudice (s uzorkom i s referentnom tvari) imaju svoj vlastiti izvor
topline i temperaturno osjetilo. Pomoc¢u temperaturnog programatora se odrzava ista
temperatura i uzorka i referentne tvari. Da bi se zadrzali pocetni uvjeti, prilikom pojave
reakcija u uzorku potrebno je dovoditi (endotermnareakcija) ili odvoditi toplinu (egzotermna
reakcija). Pomocu posebnog elektroni¢kog kruga regulirano je dovodenje i odvodenje topline
prema drza¢ima uzoraka, kako bi se temperaturna razlika zadrzala na nuli (Van der Plaats,

1992.).

Razlika toplinskogtoka (Q; — Q,) je mjerena kompenzacijom s elektricnom strujom, paimamo

Q. i Q.s0odakle slijedi:

AQe = (Qe,r _Qe,s) = (Cs _Cr)'dTr /dt_CS/K d(AQe)/dt+q (2)

C, — toplinski kapacitet uzorka i posudice (ki kg K*)

C, — toplinski kapacitet referentne tvari (k) kg™ K*)

Uredaji za termoanalize DSC tehnikama se sastoje od osjetljivih dijelova koji imaju
sposobnost mjerenja vrlo malih vrijednosti toplinskog toka (uW). Iz tog razloga je primjena
ovih uredaja neogranifena. Svaka fizikalna promjena ili kemijska reakcija pradena je

promjenom entalpije, Sto ima za posljedicu primanje ili otpustanje topline.

Rezultati DSC analize prikazuju se krivuljama pri éemu se na x-osi uvijek nalazi temperatura, a
na y-osi toplinskitok. DSC dijagrami pridonose optimizaciji toplinskih procesa, bududi da se
utjecaji okolineiprocesnih uvjeta mogu mjeritii suvislo interpretirati. Toplinski tok odgovara
prenesenojenergijii mjeri su watima (W) ili miliwatima (mW), a ukoliko se mjeri prenesena

energija u vremenu mjerna jedinica je mW s ili J.

14
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Prenesena energija odgovara promjeni entalpije uzorka. Toplinski efekti (taljenje,
kristalizacija, kemijske reakcije) koji se ocituju u vidu pikova karakterizirani su promjenama

entalpije i temperaturnim rasponom (Van der Plaats, 1992.).

U slucajevima kada uzorak apsorbira energiju promjena entalpije naziva se endotermna, a
kada uzorak oslobada energiju taj proces naziva se egzotermna promjena entalpije. Prema
ICTA standardima (eng. Nomenclature Committee of the International Confederation for
Thermal Analysis tj. Medunarodno udruzenje za toplinsku analizu), endotermna reakcija ima
vrh okrenut prema dolje, a egzotermna prema gore dok je prema DIN standardima suprotno,
te se prilikom prezentacije treba naglasiti prema kojem standardu se interpretira DSC krivulja

(Mastanjevi¢, 2010.).

ZAGRIMAVAN.E ZAGRIAVANIE ZAGRIJAVANIE
ILI HLADEN.E IL| HLABENJE ASRL AvAN

REFERENTHA
TWAR

L

T
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IMERNTHNOG INERNTHOG INERNTHOG INEHMN | HUG
PLINA PLINA PLIFA
PLIN&
& T=0

Slika 4. Shema komore DSC-a kompenziranog toplinskog toka.
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2.4.3. Primjena diferencijalne motridbene kalorimetrije (DSC) u analizi

proteina

Pri analizi proteina pomoc¢u DSC-a vazno je poznavati svojstva proteina jer se ovom
metodom proucavaju njihove konformacijske promjene do kojih je doslo pod djelovanjem
razli¢itih ¢imbenika. Proudavaju se termicka denaturacija tkivnih proteina, enzima i utjecaj

razlicitih dodataka na svojstva proteina.

Tijekom termicke obrade namirnica dolazi do promjena na proteinima kao S$to su
denaturacija tj. gubitak prirodne strukture. U povoljnim uvjetima se denaturirani polipeptidi
mogu nakupljati i stvarati trodimenzionalnu strukturu gela. Ova pojava je pozZeljna jer je
struktura gela takva da osigurava teksturu i sluzi kao medij koji zadrzava ostale sastojke. Na
DSC termogramu toplinsku denaturaciju proteina uocavamo kao endotermni vrh, jer je
raspadanje intermolekularnihvodikovih veza endotermna reakcija. Suprotno tome, pucanje
hidrofobnih veza je egzotermna reakcija Sto moze utjecati na odredivanje ukupne entalpije

(AH) (Jovanovac, 2009.).

Ako Zelimo procijeniti potrebnu toplinsku energiju za denaturaciju proteina za proracun
vrijednosti entalpije (AH) moZe nam posluZiti povrSina ispod prijelaznog vrha. Temperaturu
denaturacije moguce je odrediti sa prijelaza, a najceS¢e se uzima kao temperatura vrha.
Medutim, na temperaturu denaturacije i entalpiju utjecu razliciti aditivi, Sto otezZava
odredivanje procesnih uvjeta kao i odredivanje sadrZaja i vrste aditiva u ispitivanoj namirnici

(Farkas i Mohdcsi-Farkas, 1996.).

2.4.4. Primjena diferencijalne motridbene kalorimetrije (DSC) za odredivanje

krioprotektorske djelotvornosti zamrznute hrane

Za proucavanje smrznutih prehrambenih proizvoda, vrlo je prikladna metoda nisko
temperaturne DSC sa pripadajuc¢im termogramima. Metoda nam omogudéuje procjenjivanje
slicnosti izmedu sintetickih amorfnih polimera i staklasto formiranih vodenih sustava.
Zajedno sa drugim termoanaliti¢ckim tehnikama ¢ini vazan element u proucavanju sastojaka
hrane u tehnologiji kriostabilizacije, s obzirom na kemijsku stabilnost i stabilnost teksture

smrznute namirnice (Farkas i Mohacsi-Farkas, 1996.).
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Za pracdenje intenziteta denaturacije miofibrilarnih proteina tijekom zamrzavanja i
skladistenja u smrznutom stanju primjenjuje se usporedba entalpije endotermne reakcije
denaturacije izoliranih miofibrilarnih proteina (AH) tijekom zagrijavanja u temperaturnom
intervalu od 10 do 100 °C, te usporedivanje temperatura na kojima se denaturacije
dogadaju.Zamrzavanjemi skladistenjem u smrznutom stanju dolazido smanjenja vrijednosti
entalpija denaturacije miofibrilarnih proteina. Vrijednosti entalpije koja opisuje toplinsku
denaturaciju izoliranog miozinaiaktina je rezultat uvjeta skladistenja, masenogudjelai vrste

dodanih krioprotektora (Mastanjevi¢, 2010.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK RADA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

e pripremiti uzorke govedeg mesa postupkom visestrukog ispiranja destiliranom

vodom,
e odrediti a,, pH i osnovni kemijski sastav uzoraka govedeg mesa,

e diferencijalnom motridbenom kalorimetrijom odrediti krioprotektorski ucinak -
glukana na miofibrilarne proteine govedeg mesa nakon skladistenja 30 dana pri -30

oC,

e odrediti profil teksture i kalo kuhanja uzoraka gelova miofibrilarnih proteina govedeg

mesa pomijesanihs B-glukanom (w = 0 — 6%), nakon 30 dana skladistenja pri -30 °C,

e odrediti koordinate boje uzoraka govedeg mesa pomijesanih s B-glukanom (w=0 -

6%) u CIE-L*a*b* sustavu, nakon 30 dana skladisStenja pri -30 °C.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Priprema uzoraka govedeg mesa

Za pripremu uzoraka koriSteno je meso govedeg bifteka (pisane pecenice) (lat. Psoas major
M) kupljeno na trZnici u Osijeku. Uzorci su pripremljeni u laboratorijskim uvjetima prema
modificiranom postupku koji su predlozili Yang i Frnoning s obzirom da je pri postupku
ispiranja mesa koriStena destilirana voda umjesto vode iz pipe (Mastanjevi¢, 2010.).

Priprema je provedena u 3 faze (Slika 5).

1. Faza

Meso je iskoSteno i odstranjena je preostala masnocdaivece nakupine vezivnog tkiva. Nakon
toga meso  je usitnjeno strojem za mljevenje  (usitnjavanje) mesa,
propustanjem u dva navrata, kroz reSetku s otvorima promjera 2r = 2 - 4 mm. Vece
iskoriStenje sirovine moze se postic¢i poveéanjem promjera, ali se time u uzorcima smanjuje

maseni udio proteina.
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2. Faza

Usitnjeno govede meso se u drugoj fazi ispire s destiliranom vodom. lako se ispiranjem
usitnjenog govedeg mesa smanjuje iskoriStenje sirovine, doprinosi se stabilnosti
miofibrilarnih proteina, te osiguravaju bolja Zelirajuc¢a svojstva ispranog mesa. Usitnjeno se
meso 15 minuta ispire destiliranom vodom i mijeSa pri umjerenoj brzini mijeSanja (250
okretaja min™) pri +4 °C zbog spreavanja pulpizacije smjese. Za mije$anje je koristena
propelerska mijesalica Tehtnica Zelezniki UM-405. Omjer mesa i vode tijekom ispiranja
iskustveno je optimiziran i iznosi 1:3. Kako ne bi doslo do slu¢ajne agregacije denaturiranih
proteinskih molekula (koagulacije), te da bi se one pravilno orijentirale i vezale formirajudi
trodimenzionalnu gel strukturu, potrebno je da se protein - protein interakcije odvijaju Sto
sporije, odnosno pri niZim temperaturama. Iz tog razloga se destilirana voda tijekom
ispiranja odrzavala na +4 °C dodatkom kristala leda. Nakon 15 minuta mijeSanja smjesa se
ostavlja da miruje 1 minutu. Nakon mirovanja sa povrsine se uklanja nakupljena mast. Nakon
toga smjesa se centrifugira 15 minuta na 800 - g pri +4 °C. Za centrifugiranje uporabljena je

Heraus Multifuge centrifuga. Postupak se ponavlja tri puta.
3. Faza

U trecoj fazi se isprano govede meso uzrokuje i mijeSa s B-glukanom iz zobi u razli¢itim
masenim omjerima. Maseni udjeli B-glukana kretali su se u rasponu od 0 — 6%, a pripremljen
je i uzorak bez dodataka. Nakon pripreme, uzorci su zatvoreni u polietilenske vredice zbog
sprecavanja dehidratacije, ouvanjamasei kvalitete uzoraka ispranog govedeg mesa. Uzorci
su oznaceni i zamrznuti u struji tekuéeg dusika (-196 °C), te uskladisteni pri -30 °C do

provedbe analize.
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Slika 5. Shema tijeka pripreme uzoraka govedeg mesa
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3.2.2. Odredivanje a,, pH i osnovnog kemijskog sastava uzoraka govedeg

mesa

Osnovni kemijski sastav (maseni udio vode, proteina, masti i kolagena) uzoraka govedeg
mesa odreden je pomodéu Food Scan Meat Analyser-a tvrtke Foss (Slika 6) prema AOAC
metodi 2007.4. pH vrijednostisvih uzoraka govedeg mesa mjerene su uredajem pH/lon 510
— Bench pH/lon/mV meter (Eutech Instruments Pte Ltd/Oakton Instruments, USA), prema
ISO normi 2917:1999 (HRN ISO 2917, 2000), te uputama proizvodaca (pH/lon 510 Instruction
Manual). Aktivitet vode (a,) je odreden pomocu Rotronic Hygrolab 3 — Multi-channel
Humidity & Water Activity Analyser (Rotronic AG, Bassersdorf, Svicarska) (Slika 7) pri sobnoj

temperaturi (20 + 2 °C). Sva odredivanja su provedena u tri paralele.

Slika 6. FoodScan Meat Analyser

Slika 7. Rotronic - HygroLab 3 — Multi-channel Humidity Water Activity Analyser
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3.2.3. Odredivanje kala kuhanja

Uzorci govedeg mesa pripremljeni postupkom visestrukog ispiranja su stavljeni u plasti¢ne
epruvete unutarnjeg promjera 10 mm. Nakon odmrzavanja, epruvete s uzorcima, su se
zagrijavale 25 minuta u vodenoj kupelji na 80 °C. Doslo je do nastanka gela, a epruvete s
nastalim gelom su ohladene u hladnoj vodi dok se unutar uzorka nije postigla temperatura
od priblizno 20 °C. Nakon hladenja, skladistene suna 4-6 °C do sljedeéeg dana. Kalo kuhanja
jeizraCunat kao razlika u masi izmedu uzorka prije kuhanja i nakon kuhanja, odnosno nakon

uklanjanjanastaloggela (3). Kalo kuhanjajeizrazen kao postotak na masu pocetnog uzorka.

kalo kuhanja = M*100(%) (3)
ml

m, — masa uzoraka prije kuhanja,

m, —masa uzoraka nakon kuhanja

3.2.4. Odredivanje profila teksture

Teksturalni profil uzoraka govedeg mesa odreden je uredajem Universal TA-XT2i Stable
Micro Systems Texture Analyzer (Slika 8) opremljenog cilindricnom sondom P/75. Uzorci su
narezanina komade debljine 1,5 cm i pritisnuti kompresijskom plo¢om promjera 75 mm, dva

puta, do 60% njihove visine prema sljede¢im parametrima:
— kalibracija visine: 25 mm,
— brzina prije mjerenja: 5 mm/s,
— brzina mjerenja: 5 mm/s,
— brzina nakon mjerenja: 5 mm/s,
— dubina prodiranja cilindra: 9 mm (60%),
— vrijeme zadrZzavanja izmedu dvije kompresije: 5 s,

— potrebna sila za pocetni signal: 5 g.
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Analiza teksture provedena je pri sobnoj temperaturi. Ra¢unalni program zapisuje krivulju
promjene sile potrebne za kompresiju uzorka u odredenom vremenu prema sljedeéim

parametrima:
— brzina kretanja glave uredaja od 5 mms™,
— brzina zapisa testa od 5 mm st
Iz dobivenih rezultata ocitani su sljedeéi parametri:

— Cvrstoca — visina prvog pika izrazena u jedinicama sile (N) ili mase (g), predstavlja

najvecu silu potrebnu za kompresiju uzorka

— kohezivnost — predstavlja snagu unutrasnjih veza materijala potrebnih da zadrze
uzorak koherentnim pri deformaciji, a definirana je omjerom povrsina ispod drugog i

prvog pika,

— elasti¢nost — predstavlja tzv. trenutnu elasti¢nost, sposobnost uzorka da se vrati u
pocetnu formu, odnosno oblik nakon prestanka djelovanjasile deformacije, tj. nakon
deformacije pri prvoj kompresiji, a definirana je omjerom povrsine ispod krivulje

tijekom prve dekompresije i povrsine ispod krivulje tijekom prve kompresije,

— odgodena elasticnost —omjer visina uzorka do koje se on vraca tijekom vremena koje
prode izmedu kraja prve kompresije i pocCetka druge kompresije i pocetne visine

uzorka,

— otpor Zvakanju — predstavlja energiju koju je potrebno utroSiti za Zvakanje uzorka,
odnosno otpor uzorka zvakanju, aizracunava se kao umnozak ¢vrstoce, kohezivnosti i

odgodene elasti¢nosti i izrazava u jedinicama sile (N) ili mase (g).

Izradun parametara teksturalnog profila proveden je pomodu softverskog sustava Texture

Exponent for Windows (version 1.0) Stable Micro Systems.
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Slika 8. Stable Micro Systems TA-XT2i analizator teksture

3.2.5. Odredivanje koordinata boje u CIE-L*a*b* sustavu

Instrumentalno odredivanje boje provedeno je uredajem MiniScan®XE Plus
spectrocolorimeter (Hunter Associates Laboratory, Inc., Virginia, USA), (angle 10°, illuminant
D65) (Slika 9). Uredaj je prije pocCetka rada kalibriran hvatacem svjetlosti i bijelom
kerami¢kom plo¢om (L*0 = 93,01, a*0=-1,11i b*0 = 1,30). Tijekom ispitivanja su odredene
sljedede koordinateboje u CIE-L*a*b* sustavu: (L*) - koordinatasvjetline (lightness): 0 (crna)
- 100 (bijela); a* - koordinata obojenja (redness - greenness): (+a* = crveno, - a* = zeleno); te
b* koordinata obojenja(yellowness - blueness): (+b* = Zuto, - b* = plavo), dok je vrijednost
W, odnosno bjelina (whiteness) izraCunata preko izraza L* - 3b*. Mjerenje boje uzoraka
govedeg mesa provedeno je pri sobnoj temperaturi (20 £ 2 °C), sva mjerenja provedena su

sedam puta.

26
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Slika 9. Hunter-Lab Mini ScanXE

3.2.6. Odredivanje temperatura i entalpija denaturacije miofibrilarnih
proteina uzoraka govedeg mesa metodom diferencijalne motridbene

kalorimetrije

Za odredivanje temperatura i entalpija denaturacije uzoraka koristen je kalorimetar tvrtke
MettlerToledo model 822e (Slika 11), a mjerenja su provedena u atmosferi dusika Cistoce

5.0.

Zajednicka karakteristika tehnika termicke analize je da se svojstva uzorka mjere u funkciji
njegove temperature. |z toga proizlazi da svi uredaji za termicku analizu imaju vrlo slicnu

osnovnu strukturu (Jovanovac, 2009.) koja je prikazana blok dijagramom na Slici 10.

T
OGRIEVNG —
TUELO
1ZLAZNI N
AMNALOGHL e POJACALD SIGNAL
SIGMAL - SENZOR AlD
AD
3
KONTROLA INSTRUMENATA TEMPERATURNI PROGRAMATOR *

4 L )
'y

! e RACUNALG - o

Slika 10. Blok shema uredaja za termicku analizu

27
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Uredaj je opremljen keramickim senzorom FRS 5 s 56 termoparova (Au/Au/Pd), te
omogucuje izvodenje dinamickih mjerenja u temperaturnom podrucju od -150 do 500 °C i
bazira se na DSC metodi toplinskog toka. Opremljen je STARe software-om, odnosno s pet

razli¢itih programa koji su medusobno povezani preko baze podataka:

e instalacijski program (eng. install window) koji sadrzi sistemsku konfiguraciju i
module pomocu kojih se definira mjerno podrucje, kalibracijski materijali, plinovi i

posudice koje su u primjeni,

e kontrolni modul program (eng. module control window) prikazuje modul povezan sa
software-om, koji radi izravno preko kompjutera te pokazuje eksperiment koji je u
tijeku te omogucava kreiranje jednostavnih metoda i eksperimenata za rutinske

analize,

e program za razlicite metode (eng. method window) koji omogucuje kreiranje

temperaturnih programa mjerenja,

e program za izvodenje eksperimenta (eng. experiment window) koji sluzi za odabir
metode mjerenja s unosom podataka specificnim za eksperiment (ime uzorka, masa

uzorka, priprema uzorka),

e evaluacijski program (eng. evaluation window) koji sluzi za analizu krivulja, tj. obradu

rezultata.

Slika 11. DSC kalorimetar tvrtke Mettler-Toledo model 822e
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Mjerenje se provoditako da se eksperimentalni parametri unose u temperaturni program za
pojedine segmente (korake) u mjernom modulu. Tijekom mjerenja, mjerni podaci se
kontinuirano Saljuiz DSC 822e modula prema racunalu. Podaci su prezentirani kao ,,on-line”

krivulje u kontrolnom modul programu.

3.2.6.1 Provedba mjerenja

Za mjerenje temperatura i entalpija denaturacije miofibrilarnih proteina uzoraka govedeg
mesa upotrijebljene su odvage uzoraka od 15 + 2 mg. Prije svakog mjerenja smrznuti uzorci
su ostavljeni preko no¢i u hladnjaku na +4 °C radi odmrzavanja. Uzorci govedeg mesa
izvagani su u standardnu aluminijsku posudicu (40 uL) ¢ija precizna izrada, te ¢vrsto i ravno
dno osiguravaju odli¢an kontakt izmedu senzora i posudica i niski temperaturni gradijent.
Odmah nakon hermeti¢kog zatvaranja posudice provedeno je DSC mjerenje. Za odredivanje
temperatura i entalpija denaturacije uzorci su bili podvrgnuti temperaturnom programu
zagrijavanja od 25 do 95 °C s brzinom zagrijavanja od 10 °C min™. Kontrola pouzdanosti
instrumenta (modula), koja odreduje razliku izmjerene i odredene referentne vrijednosti
temperatureili toplinskog toka ispitivanog referentnog materijala radena je s indijem prije
svakog mjerenja te nakon punjenja kontejnera s komprimiranim i teku¢im dusikom. U radu
je koristena opcija hladenja s tekuc¢im dusikom (kontejner od 100 L, Messer, Frankfurt). U
ovom istrazivanju mjerenja su provedena nakon jednomjese¢nogskladistenjana-30 °C, a sva

mjerenja su provedena u tri paralele.

3.2.6.2 Odredivanje temperatura i entalpija denaturacije

miofibrilarnih proteina uzoraka govedeg mesa

U programu za evaluacije STARe software-a, nalaze se numeri¢ke evaluacije i graficki
postupci pomocu kojih se obraduju rezultati. Podrucje evaluacije mozZe se odabrati crtanjem
okvira u podrudju u kojem se Zeli napraviti evaluacija ili pomoc¢u ,auto limita“ koji
omogucava automatsko odredivanje termickih promjena. Numericke evaluacije obuhvacaju
pocetne i krajnje tocke odredenih promjena, integracije s razli¢itim baznim linijama,
temperature vrha (pika) krivulje sa i bez ekstrapolacije, itd. Na taj nacin se vrlo precizno

mogu odrediti entalpije razli¢itih promjena i mjeriti temperature reakcija. DSC uredaj
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omogudava pouzdano otkrivanje i najmanjih odstupanja od bazne linije kao pocetaka
termickih procesa. Bazna linija predstavlja dio DSC krivulje u kojem se ne odvijaju termicke
promjene. Bududi davrsta bazne linije odreduje dobivene rezultate i prema tome mora biti
pazljivo odabrana (ovisno o termickom efektu ili promjeni koja se ispituje, odnosno dijelu

krivulje koji se Zeli evaluirati) (Mastanjevi¢, 2010.). Pik (vrh) krivulje odreden je:

e temperaturom pika (T,) - temperatura koja odgovara maksimalnoj defleksiji DSC

krivulje,

e pocetnom (eng. onset) temperaturom (T,) - temperatura kod koje je prisutno prvo

odvajanje defleksija (savijanje) krivulje od bazne linije,

e zavrSnom temperaturom (eng. endset) (T,) - temperatura sjeciSta ekstrapolirane

bazne linije i uzlazne krivulje pika (Slika 12) (Mastanjevi¢, 2010.).

Entalpija razli¢itih promjena u analiziranom uzorku dobiva se integriranjem povrsSine vrha
(pika) krivulje (Slika 12). S obzirom na vrlo malu masu uzorka koji se koriste u DSC analizi (10
do 20 mg) postoji problem reproducibilnosti rezultata te je neophodna dobra

homogenizacija uzorka i provedba viSe paralelnih mjerenja (Mastanjevi¢, 2010.).
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Slika 12. Odredivanje pocetne (T,), zavrine (T.) i temperature vrha (T,) te entalpije (AH) neke

promjene u uzorku

3.2.7. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ponavljanja £ standardna devijacija. Analiza
varijance (one-way ANOVA) i potom Fischer-ov LSD test najmanje znacajne razlike (engl.
least significant difference) provedeni su upotrebom programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc.
Tulsa, OK. SAD), a statisticki znacajne razlike izrazene su na razini vjerojatnosti od 95% (p <

0,05).
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4. Rezultati

Rezultati istraZzivanja, odnosno provedbe eksperimentalnog dijela diplomskog rada:
1. Odredivanje osnovnog kemijskog sastava, a,, i pH uzoraka govedeg mesa (Tablica 1)

2. Odredivanje pH vrijednosti uzoraka govedeg mesa pomijeSanog s razli¢itim masenim
udjelima B-glukana nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju pri -30°C (Tablica

2)
3. Odredivanja kala kuhanja uzoraka govedeg mesa (Tablica 3; Slika 13)
4. Odredivanje profila teksture gelova uzoraka govedeg mesa (Tablica 4)
5. Instrumentalno odredivanje boje uzoraka govedeg mesa (Tablica 5)

6. Odredivanje temperatura denaturacije (T,, T,, T.) i entalpija denaturacije (AH)
miozina i aktina uzoraka govedeg mesa primjenom DSC-a (Tablica 6, Tablica 7; Slika

14, 15, 16, 17)

Tablica 1. Osnovni kemijski sastav, a,, i pH uzoraka govedeg mesa.

Gradivna tvar/parametar Maseni udio (%)
Voda 83,40 £ 0,02
Proteini 15,38 £ 0,18
Masti 1,37 £0,02
Kolagen 0,98 £ 0,04
pH 6,85 + 0,04
Ow 0,97 £0,01

Prikazani rezultati su srednja vrijednost + standardna devijacija.

Tablica 2. pH vrijednosti uzoraka govedeg mesa pomijeSanog s razli¢itim masenim udjelima B-glukana

nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju pri -30°C

w B-glukana (%) pH
0 5,95 +£0,01
2 5,91 +0,01
4 5,92 +0,01
6 5,79 £0,02

Prikazani rezultati su srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Tablica 3. Kalo kuhanja uzoraka govedeg mesa pomijeSanog s razli¢itim masenim udjelima B-glukana

nakon 30 dana skladiStenja u smrznutom stanju pri -30°C

w B-glukana (%) my (g) m, (g) Am(g) kalo kuhanja (%)
0 32,67b £ 0,73 16,34c £ 0,87 16,33a + 0,05 49,98a+ 1,23
2 31,73c £ 0,57 28,87b £ 0,60 2,86b +0,28 9,01b £0,25
4 36,24a 0,20 33,16a £ 0,18 3,08c+ 0,02 8,5b £ 0,01
6 33,72b + 0,03 32,21a £ 0,07 1,.51d £+ 0,04 4,48c + 0,11

Prikazani rezultati su srednja vrijednost * standardna devijacija; razlike vrijednosti unutar stupca

oznacene istim slovom (a, b, c) nisu statisticki znacajne (p < 0,05).
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Kalo kuhanja {%)

20

10

\

0 2 4 6

Maseni udio B - glukana (%)

Slika 13. Graficki prikaz kala kuhanja uzoraka govedeg mesa pomijeSanog s razli¢itim masenim

udjelima B-glukana nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju pri -30°C
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Tablica 4. Profil teksture uzoraka govedeg mesa pomijeSanog s razli¢itim masenim udjelima B-

glukana nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju pri -30°C

w B-glukana (%) Tvrdoca (g) Elasticnost Kohezivnost Otpor Zvakanju (g)
0 3160,44a + 141,80 0,95a + 0,01 0,72a + 0,03 2160,92a + 98,42
2 1840,86ab + 61,99 0,91a + 0,07 0,51ab £ 0,01 1021,09ab * 31,45
4 1092,04b + 18,21 0,87a + 0,01 0,38b £ 0,01 362,62b + 14,85
6 1261,58b + 75,79 0,86a + 0,10 0,46ab + 0,21 521,84b + 75,05

Prikazani rezultati su srednja vrijednost * standardna devijacija; razlike vrijednosti unutar stupca

oznacene istim slovom (a, b) nisu statisticki znacajne (p < 0,05).

Tablica 5. Instrumentalno odredivanje boje uzoraka govedeg mesa pomijeSanog s razli¢itim masenim

udjelima B-glukana nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju pri -30°C

w B-glukana (%) L* a* b* w
0 70,87c £ 0,61 4,62a + 0,39 16,82a + 0,31 20,41b £ 1,34
2 75,15b + 0,66 3,11b £ 0,13 15,71b £ 0,24 28,04a £1,19
4 74,74b £ 0,38 2,63c + 0,10 15,90b £ 0,11 28,31a £ 0,26
6 76,02a £0,43 2,58c +0,18 15,83b £ 0,21 27,25a £ 0,79

Prikazani rezultati su srednja vrijednost * standardna devijacija; razlike vrijednosti unutar stupca

oznacene istim slovom (a, b, c) nisu statisti¢ki znacajne (p < 0,05).

36




4. Rezultati

Tablica 6. Temperature denaturacije (7, T,, T.) i entalpija denaturacije (AH) miozina uzoraka govedeg
mesa pomijesanog s razlicitim masenim udjelima B-glukana nakon 30 dana skladistenja u smrznutom

stanju pri -30°C

w B-glukana (%)

T, (°C)

T, (°C)

T.(°C)

AH, (Jg™)

57,62a +0,04

55,25¢ + 0,01

56,44b + 0,16

56,45b + 0,31

59,62c £+ 0,12

59,89¢ £ 0,17

60,78b + 0,15

61,26a + 0,11

64,57b + 0,33

63,26¢c +0,01

69,42a 0,05

69,54a + 0,05

0,21b +0,02

0,23b +0,03

0,26b £ 0,01

0,32a + 0,02

Prikazani rezultati su srednja vrijednost * standardna devijacija; razlike vrijednosti unutar stupca

oznacene istim slovom (a, b, c) nisu statisti¢ki znacajne (p < 0,05).

Tablica 7. Temperature denaturacije (7, T, T.) i entalpija denaturacije (AH) aktina uzoraka govedeg
mesa pomijesanog s razli¢itim masenim udjelima B-glukana nakon 30 dana skladistenja u smrznutom

stanju pri -30°C

w B-glukana (%) T, (°C) T, (°C) T.(°C) AH, () g
0 70,71c + 0,08 77,38b + 0,04 82,63a £0,12 0,10a £ 0,01
2 70,93c + 0,15 77,41b £ 0,01 80,63b + 0,08 0,09a £ 0,01
4 71,68b + 0,05 77,43b £ 0,13 81,07c £0,03 0,08a + 0,01
6 72,29a 0,03 77,70a 0,03 81,47b + 0,08 0,08a + 0,01

Prikazani rezultati su srednja vrijednost * standardna devijacija; razlike vrijednosti unutar stupca

oznacene istim slovom (a, b, c) nisu statisticki znacajne (p < 0,05).
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5. Rasprava

Rezultati mjerenja pH vrijednosti uzoraka govedeg mesa prikazani su u Tablici 1, takoder je
prikazan osnovni kemijski sastav mesa, te aktivitet vode. U Tablici 2 su rezultati mjerenja pH
vrijednosti uzoraka govedeg mesa s razli¢itim masenim udjelima B-glukana (w = 0 — 6%)
nakon 30 dana skladistenja pri -30 °C. Kao $to je prikazano, porast masenogudjela B-glukana

nije statisticki znacajno (P > 0,05) utjecao na pH vrijednost uzoraka govedeg mesa.

Kalo kuhanja govedeg mesa s razli¢itim masenim udjelima B-glukana (w = 0 — 6%) nakon 30
dana skladistenja pri -30 °C, izracunat kao postotak pocetne mase uzoraka (mase prije
kuhanja), prikazan je u Tablici 3 dok je na Slici 13 prikazana je graficka ovisnost kala kuhanja
o masenom udjelu B-glukana. Porast masenog udjela B-glukana u uzorcima (w = 0 — 6%)

rezultirao je statisticki znacajnim (P < 0,05) smanjenjem kala kuhanja.

Rezultati dobivenianalizom profilateksture uzoraka gelova miofibrilarnih proteina govedeg
mesa pomijesanih s B-glukanom nakon 30 dana skladistenja pri -30 °C prikazani su u Tablici
4. Vidljivo je da je povecanje masenog udjela B-glukana u uzorcima doveo do statisticki
znacajnog (P < 0,05) porasta vrijednosti parametara tvrdoce i otpora Zvakanju ispitivanih
uzoraka, dok nije imalo statisti¢ki znacajan (P < 0,05) utjecaj na vrijednosti elasti¢nosti i

kohezivnosti.

Tablica 5 prikazuje rezultate instrumentalnog odredivanje boje uzoraka govedeg mesa s
razli¢itim masenim udjelima B-glukana (w = 0 — 6%) nakon 30 dnevnogskladistenja pri -30 °C.
Mjerene su L*, a*ib* koordinate, dokje vrijednost W izracunataizrazom L* - 3b*. Opéenito
zahtjevi koji se odnose na gelove miofibrilarnih proteina ukljucuju visoku svjetlinu (L*) i
bjelinu (W) te nisku vrijednost Zute obojenosti (b*)(Tabilo-Munizaga i Barbosa-Canovas,
2004). Dodatak B-glukana rezultirao je porastom vrijednosti svjetline (L*) i bjeline (W)

uzoraka.

DSC mjerenja su provedena s uzorcima govedeg mesa temperaturnomrasponu od 25 do 95

°C s brzinom zagrijavanjaod 10 °C min™. Nakon pripreme uzorcima govedeg mesa dodan je
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5. Rasprava

B-glukan u masenim udjelima koji se krecu od 0 do 6%. Uzorci su zamrznuti brzim
postupkom u struji tekuéeg dusika i uskladisteni30dana pri -30 °C nakon cega su provedena

DSC mjerenja.

Konstrukcijsko rjeSenje DSC uredaja omogudava brzu i efikasnu kontrolu parametara koji
definiraju naciniuvjete mjerenja. Velika osjetljivost mjerenja i neposredno (on-line) pracenje
racunalom omogucava jednostavno prikupljanje i obradu podatakate graficku interpretaciju

rezultata.

Termogrami analiziranih uzoraka govedeg mesa s dodatkom B-glukana u masenim udjelima
od 0 do 6% prikazani su na Slikama 14 — 17. Sukladno standardnom DSC-termogramu
miSi¢nog tkiva (Slika 18) pikovi u termogramima (Slike 14 — 17). predstavljaju endotermne
reakcije denaturacije miozina i aktina. (Bircan i Barringer, 2002.; Aktas i sur., 2005.;

Fernandez-Martin, 2007.).

Endotermni toplinski tok

i 1 i 1
50 60 70 80
Temperatura (°C) :

Slika 18. Standardni DSC — termogram misi¢nog tkiva (A - entalpija denaturacije miozina, B - entalpija

denaturacije sarkoplazmatskih proteina i kolagena, C -entalpija denaturacije aktina).
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5. Rasprava

Iz DSC termograma (Slika 14 — 17) odredene su temperature denaturacije miofibrilarnih
proteina (T,). Temperature denaturacije miozina i aktina uzoraka govedeg mesa s obzirom
na maseniudio B-glukana (w=0-6%) pokazuju linearno poveéanjeod 59,62°Cdo 61,26°C i

od 77,38 °C do 77,80°C (Tablica 6, Tablica 7).

Vrijednosti entalpije, odredene su pomocéu STAR® software-a, te predstavljaju integriranu
povrsinuispod vrha DSC termograma (Slika 14 — 17). Vrijednosti entalpija denaturacije (A4H)
miozina i aktina uzoraka govedeg mesa pomijesanih s B-glukanom (w = 0 — 6%) nakon 30
dana skladiStenja u smrznutom stanju pri -30°C su prikazane u Tablici 6 i Tablici 7.
Povecanjem masenog udjela B-glukana u uzorcima govedeg mesa (w = 0 — 6%) entalpije
denaturacije (4H) miozina i aktina su se statisticki znacajno (P < 0,05) povecale (Tablica 6,
Tablica 7). Bududi da su vrijednosti entalpija denaturacije (4H) izravno povezane s koli¢éinom
nativnih proteina, viSe vrijednosti entalpija denaturacije (4H) upucuju na zakljuc¢ak da B-
glukan sukladno mehanizmu krioprotekcije, ulazi u interakcije s miofibrilarnim proteinima
govedeg mesa, Sto rezultira povedanjem masenog udjela nesmrzljive vode, visSim
temperaturama denaturacije T,i vecim vrijednostima entalpije denaturacije miofibrilarnih
proteina. Veéi maseni udio vezane vode u uzorcima rezultira boljim ofuvanjem miozina i
aktina tijekom zamrzavanja i skladistenja u smrznutom stanju, odnosno ve¢om entalpijom

denaturacije.
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6. Zakljucci

DSC termogrami uzoraka govedeg mesa sastojali su se od pikova karakteristi¢nih za misi¢no

tkivo i opisuju endotermne reakcije denaturacije miozina i aktina.

DSC analize pokazale su statisticki znac¢ajno (P < 0,05) povecanje vrijednosti temperatura
denaturacije (T,) te povecanje vrijednosti entalpija denaturacije (AH) miozina i aktina u
uzorcima govedeg mesa pomijeSanogs razli¢itim masenim udjelima B-glukana (w = 0 — 6%).
Povecanja navedenih vrijednosti su ovisna, odnosno, funkcija pove¢anja masenog udjela -
glukana u uzorcima govedeg mesa. Linearno povecanje temperatura denaturacije (T,) i
povedanje vrijednosti entalpija denaturacije (AH) miozina i aktina rezultat su

krioprotektorskog djelovanja B-glukana.

Entalpije denaturacije miozina uzoraka govedeg mesa pri svim masenim udjelima B-glukana
pokazuju znacajnije poveéanje u odnosu na entalpije denaturacije aktina Sto navodi na

zakljucak da B-glukan ima bolji krioprotektorski u¢inak na miozin.

Osim porasta vrijednosti temperatura denaturacije (7,) i povecanja vrijednosti entalpija
denaturacije (AH) miozina i aktina, porastom udjela B-glukana doslo je i do statisticki
znacajnog (P < 0,05) porasta nekih parametara profilateksture (tvrdoca i otpor Zvakanju), te
porasta parametara instrumentalnog odredivanja boje (L*, W) Sto takoder ukazuje na

interakciju B-glukana s miofibrilarnim proteinima, odnosno krioprotektorsko djelovanje.
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