\'(AS ST(/O
D 1]
I TEHHOLOSKI

z
< B oEo FRAEULTET
NOUI SRAD

UNIVERZITET U NOVOM SADU
TEHNOLOSKI FAKULTET
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKE NAUKE

TERMALNA SVOJSTVA PROTEINA
MESA U PROCESU OSMOTSKE
DEHIDRATACIJE U MELASI

SECERNE REPE

DOKTORSKA DISERTACIJA

Mentori: Kandidat:
Prof. dr Ljubinko Levié¢ mr Sanja Ostoji¢, dipl.inz.

dr Branislav Simonovié

Novi Sad, 2015. godine



Mentorima ovg rada, prof.dr Ljubinku Levi¢u i dr Branislavu Simonovi¢u, nau¢nom
savetniku, iskreno se zahvljujem na brojinim savetima, pokazanom interesu i podrsci tokom

izrade ovog rada.



UNIVERZITET U NOVOM SADU
TEHNOLOSKI FAKULTET
KLIJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIIA

Redni broj:
RBR

Identifikacioni broj:
IBR

Tip dokumentacije:
TD

Monografska dokumentacija

Tip zapisa:
TZ

Tekstualni Stampani materijal

Vrsta rada (dipl., mag., dokt.):

VR

Doktorska disertacija

Ime i prezime autora:
AU

mr Sanja Ostoji¢, dipl.inz.

Mentor (titula, ime, prezime, | Prof. dr Ljubinko Levi¢, redovni profesor
zvanje): dr Branislav Simonovi¢, nau¢ni savetnik

MN

Naslov rada: Termalna svojstva proteina mesa u procesu
NR osmotske dehidratacije u melasi $ec¢erne

repe

Jezik publikacije:
JP

Srpski jezik, latinica

Jezik izvoda:
JI

srp. / eng.

Zemlja publikovanja:
ZP

Republika Srbija

Uze geografsko podrugje: AP Vojvodina

UGP

Godina: 2015.

GO

Izdavac: autorski reprint

1Z

Mesto i adresa: Bulevar cara Lazara 1, Novi Sad
MA




Fizicki opis rada:

(broj poglavlja 6 / stranica 180/ slika 57 / tabela

FO 19/ referenci 231/ priloga 0)
Naucna oblast: Prehrambeno-biotehnoloske nauke
NO

Naucna disciplina: Prehrambeno inzenjerstvo

ND

Predmetna odrednica, klju¢ne reci:

Termalna analiza, svinjsko meso, osmotska

PO dehidratacija, melasa Secerne repe

UDK

Cuva se: Biblioteka Tehnoloskog fakluteta u Novom

CuU Sadu

Vazna napomena: Istrazivanja obuhvaéena ovom doktorskom

VN disertacijom finansirana su od strane
Ministarstva za prosvetu, nauku i tehnoloski
razvoj Republike Srbije — TR31055 i TR
31093(2011-2015)

Izvod: Termalne osobine svinjskog mesa

1z (Longissimus dorsi) osmotski dehidratisanog u

melasi Secerne repe i svezeg svinjskog mesa
pratene su metodama termalne analize:
Diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom
(DSC), termogravimetrijskom analizom (TGA),
modulovanom diferecijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (MDSC). Dobijeni rezultati
pokazuju postojanje novonastale proteinske
osnove osmotski dehidratisanog svinjskog mesa
koji je posledica smanjenja koli¢ine vode i
interakcije komponenti melase s proteinima
mesa. Nadeno je da osmotskom
dehidratacijom  dolazi do  promene i
pregrupisavanja preostale slobodne vode u dva
oblika, sto ukazuje na mehanicko strukturne
promene u interfibrilarnoj  mrezi i
pojednostavljivanje strukture proteinske osnove.
Definisani su nastali strukturni nivoi proteinske
osnove: strukturni nivo vode vezane na protein
tj. postojanje proteinske  strukture i posle
osmotske dehidratacije -strukturni nivo I;
strukturni nivo mreze sa ujedna¢eno manjim
porama tj. nivo energetski jace vezane
imobilizirane  -strukturni nivo II;  strukturni
nivo mreze sa ujednaceno veéim porama tj.
nivo energetski slabije vezane imobilizirane -
strukturni nivo Il1.

Ispitivanjem  termalnih  osobina  uzoraka
osmotski dehidratisanog mesa sa smanjenom
vlagom ( ispod 20%) nadeno je postojanje
staklastog prelaza posto je najveca Kkolic¢ina

4




vode vezana za ¢vrsti matriks.

Definisani su optimalni uslovi rehidratacije
osmotski dehidratisanog svinjskog mesa, te su
odredene Pelegove konstante rehidratacije.
Nadeno je postojanje nativnih  struktura
proteina u  osmotski dehidtiranom mesu i
odredeni su kineticki parametri denaturacije
(Ea, @) svezeg i osmotski dehidriramog mesa.
Odreden je sadrzaj makroelemanata osmotski
suSenog svinjskog mesa.

Radi objasnjenja slozenosti interakcija proteina
mesa i sastojaka osmotskog rastvora melase
koje se odvijaju pri dehidrataciji, kao model
sistem posluzila je interakcija proteina albumina
govedeg seruma (BSA) s jonima nekih
makroelemenata prisutnih u melasi.

Datum prihvatanja teme od strane
NN veca:
DP

22.11.2013.

Datum odbrane:
DO

Clanovi komisije:

(ime i prezime / titula / zvanje /
naziv organizacije / status)

KO

predsednica: dr Natalija Dzini¢, vanredni
profesor, Tehnoloski fakultet, Novi Sad

¢lan: dr Ljubinko Levi¢, redovni profesor —
mentor, Tehnoloski fakultet, Novi Sad

¢lan: dr Branislav Simonovi¢, nauc¢ni savetnik-
mentor, Institut za op$tu i fizicku hemiju ,
Beograd

¢lan: dr lvan Pavkov, docent, poljoprivredni
fakultet Novi Sad




UNIVERSITY OF NOVI SAD
FACULTY OF TECHNOLOGY
KEY WORD DOCUMENTATION

Accession number:
ANO

Identification number:
INO

Document type: Monograph documentation

DT

Type of record: Textual printed material

TR

Contents code:

cC

Author:

AU Sanja Ostoji¢, MSc

Mentor: Ljubinko Levi¢, Ph.D., Full Professor

MN Branislav Simonovi¢, Ph.D., Full Research
Professor

Title: Thermal Properties of Meat Proteins in the

TI Process of Osmotic Dehydration in Sugar

Beet Molasses

Language of text:
LT

Serbian language, Latin

Language of abstract:
LA

eng. / serb.

Country of publication:

CP

Republic of Serbia

Locality of publication:

LP

Autonomous Province of VVojvodina

Publication year:

PY 2015.
Publisher:
PU Author’s reprint

Publication place:
PP

Bulevar cara Lazara 1, Novi Sad




Physical description:
PD

6 chapters, 180 pages, 57 figures, 19 tables, 231
references

Scientific field
SF

Food-biotechnical Sciences

Scientific discipline
SD

Food Engineering

Subject, Key words
SKW

Thermal analysis, pork meat, osmotic
dehydration, sugar beet molasses

ucC

Holding data:
HD

Note:
N

Abstract:
AB

Thermal properties of pork meat (Longissimus
dorsi) osmotically dehydrated in sugar beet
molasses and fresh pork were followed by the
methods of thermal analysis: Differential
Scanning Calorimertry (DSC),

Thermogravimetric Analysis (TGA),
Modulated Differential Scanning Calorimetry
(MDSC). The results indicate the existence of
newly formed protein matrix as a consequence
of osmotic dehydration of pork meat: reducing
the amount of water and the interaction of the
components of molasses and meat proteins. It
has been found that changes were induced by
the process of osmotic dehydration, and
rearrangeement of the remaining free water in
two forms. Also as a consequence of the
osmotic dehydration, structural changes in the
interfibrilar network and simplifying of the
original structure of the meat protein matrix
were occurred. A structural levels of protein
matrix were defined: as structural level of the
water bound to the protein, meaning the
existence of protein structure and after osmotic
dehydration Structural level I; a structural
level with uniformly small pores in the network
of formed protein matrix: energy level of more
tightly immobilized water —Structural level 11;
and structural level of network with uniformly
larger pores, energy level of lower bound
immobilized water - Structural level I1l. By
characterization of the thermal properties of the
samples of osmotically dehydrated meat with
reduced moisture (below 20%) the glass
transition was found, as most of the water

7




bound to a solid matrix.The optimal conditions
for rehydration of dehydrated pork meat were
defined, and Peleg’s rehydration constants were
obtained. It was found that the existence of the
native structure of the protein in the osmotically
dehydrated meat, and the kinetic parameters of
protein denaturation (E;, o) of fresh and
dehydrated meat were obtained. The content of
macroelements in the osmotically dehydrated,
fresh pork meat and in the sugar beet molasses
were obtained. In order to explain the
complexity of the interaction of meat proteins
with the components of the osmotic solution -
molasses that occur in the dehydration process,
the model-system of the protein bovine serum
albumin (BSA) interaction with the ions were
implied to present simple interaction of some
major elements with a protein matrix followed
by DSC and ITC .

Accepted on Scientific Board on:
AS

22.11.2013.

Defended:

DE

Thesis Defend Board: president: Natalija Pini¢, Ph.D., Associate
DB Professor, Faculty of Technology, Novi Sad

University of Novi Sad

member: Ljubinko Levi¢, Ph.D., Full
Professor, Faculty of Technology, Novi Sad
University of Novi Sad,

member: Branislav Simonovi¢, Ph.D., Full
Research Professor, Institute of General and
Physical Chemistry, Belgrade

member: dr Ivan Pavkov, Assistant Professor,
Faculty of Agriculture, University of Novi Sad




SADRZAJ

Lo UVOD ettt b et b R e bR ettt he e b e nre e nee e 12
2. PREGLED LITERATURE ..ottt 15
2. 1. Osmotska denidrataCija..........ceiveiueiieeieiieiie e sre e nee e 15
2.2. OSmotska deNidrataCija MESA. ........ciuiriiieieieierie ettt 17
2.3. Osmotska dehidratacija mesa u melasi SECEINE rEPE .......cccveverieriererenerese e, 20
2.4, StruKtura SVINJSKOQ MESA ......ccueeiiieieiieeiieeie sttt ste e sre e e sreeaesneenne e 22
2.4.1. Proteini mesa, struktura 1 sastav miSiCa ......cccvvveriiiiiiiiiiiiiieiiie e 22
2.5. Zadrzavanje vode U tKIVU MESa........c.eeiuiiiiiiiiieiiieiie e ne e 33
2.5. 1. Hipoteze 0 zadrzavanju vode U MESU..........cccerverieirireerieiisiesieee e 33
2.6. Voda u bioloSKIM SIStEMIMA. .......cciiiiiriirieiieeiteesieestee e st e sre e see e e s e e reesrreenbeesree s 38
2.6. 1. POVISINSKA ST1A ...vvviiiiiiiiiic i 39
2.6. 2. Elektricna sila dvosloja........ccooiiiiiiiiiiiieiie e 40
2.6.3. HIdrofohne INTEIraKCIJE ........oouiiviriiiiiiieieieie e 40
2.6.4. Odbojne entroPIJSKE SHIE ......ocviiiiiiiiiiieiee s 40
2.7. Intracelularna tECNIOST .. ..uiiiiieiiiie ittt 41
2.7. 1. Uticaj soli/jona na strukturu vode: visoke i niske gustine vode..............ccccuenn.n. 41
2.7.2. Uticaj proteina na strukturu vode/uticaj vode na strukturu proteina.............c........ 43
2.8 . Uticaj raspodele jona na sistem miSi¢nih proteina i1 njihovo zadrZavanje vode ......... 45
2.8 1. HOfMEISIEr-0Va SEITJA.....ccveiiieieciiecie ettt re e re e 45
2.8 2. Zakon uskladivanja afiniteta vode ............ccooiiiiiiiiiiiii 46
2.8.3. Pre- i post-mortem sarkomerne jonske vrste i jonske jacine ...........ccocovvvriiniieiennn. 47
2.8.4. DOGAVANJE SO ..ttt 49
2.8.5. POVISINSKE STIE ..uvvviiiiie it e e 52
2.9. Struktura i raspodela vode u miSi¢nom tKivu IN VIVO........c.ccveveiiiiininiiiiicseecee 54
2.9.1. V002 VEZANA Z8 PrOTEIN ....o.viiiitiiiiiiieiieieeie ettt bbbttt 55
2.9.2. NEPOKIEtNA VOUA ......coviiiiiiiiiiiiie e 55
2.9.3. S10D0ANA VOUA........ooiieiiiieiei s 56
2.9.4. PoSt MOrtem ProteoliZa..........coveiiieiiiiie e 56
2.9.5. Post mortem OKSIdaCija PrOteING .........cveiuerierieierie st 56
2.10. Termalana analiza Nrane ..........ccooieiiiniie s 57
2.10.1. Neravotezno stanje i prelazi neravnoteZnog Stanja..........ccccveceerverririeenieesisinennens 58

9



2.10.2. Staklasti prelaz i plastifikacija VOAOM ...........cccccveieiiiiiicie e 60

2.10.3. Termalna analiza MESA.........c.ceiiriiirieieie et 62

3. EKSPERIMENTALNI DEO ....ooiiiiie ittt e e 66
3.1 MaAterijali 1 METOUE ........oieieietecee e 66
3.1.1. Svinjsko Meso LoNGISSIMUS AOTSi......c..ccueireiieiiieieeie e see e 66

3.1.2. Osmotska dehidratacija svinjskog mesa u melasi Secerne repe i osnovni hemijski

SAStAV MELASE SECETTIC TEPE ... vvevieiriiiiiitiere ettt 66
3.1.3 Rehidratacija osmotski dehidratisanog SVijSKOg MEeSa...........ccccevvrererineriieiienne. 67
3.2.. Metode termalng anlize..........ccoooviiiiiiiiiic s 68
3.2.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) .........cccoovviiiiiiiiniiiin, 68
3.2.2. Termogravimetrijska analiza (TGA).....cccooiriiiiiiiriiee e 70
3.2.3. Modulovana diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (MDSC) .........cccevvrvennene. 72
3.2.4. Diferencijalna skeniraju¢a mikro kalorimetrija (Mikro DSC) .........ccccvvvvivniininnn. 73
3.2.5. Izotermalna titraciona mikro-kalorimetrija (ITC)........cccocveveiiieiieie e, 75
3.2.6. Metoda odredivanja aktivNoSti VOAE (Bu).«...everververreriineeieieiesiesie e 77
3.2.7. Odredivanje slobode VOAE...........ccorviiiiiiiiieiiiieeee e 78

4. REZULTATI IDISKUSIJA ..o 80
4.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) 1 termogravimetrijska analiza (TGA)
svezeg 1 osmotski dehidratisanog svinjSkog mMesa..........ccoveivvriieiiiiiienii e 80
4.1.1. SIODOANG VOU&. .....cviveiiiiiicieieee e 84
4.1.2. Izotermalna DSC i TGA kalorimetrija osmotski susenog svinjskog mesa............ 93
4.2. Cikli¢no zagrevanje i hladenje osmotski suSenog svinjskog mesa DSC metodom......94

4.3. DSC 1 TGA analiza svezeg mlevenog 1 osmotski, u meslasi osuSenog mlevenog
SVINJSKOG MBSA ...ttt ettt b bbbttt ettt bbbttt e e 96
4.4. Staklasti prelaz osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u melasi secerne repe i svezeg
SVINJSKOQ MBS ... .utietieiiteeitie ettt ettt e et e st e s s e et e e e sb e e sbeeaabe e beeentaesbeeanbeesseeensee e 100

4.5. Pracenje termalne stabilnosti osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u vremenu od

LGTO o - T T S R 108
4.6 Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (DSC) i1 termogravimetrijska analiza (TGA)
rehidratisanog SVINJSKOQ MESA ........ccviiiiiiieiie ettt sae e sae e 112
4.6 .1. DSC analiza rehidratisanog SViNjSKOQ MESa.........ccvrieieiierieieriesiesieseeeeienes 112
4.6 . 1. TGA analiza rehidratisanog SVINjSOQ MESA.........ccervererieeiieerieaieseesieeeesseeseens 120

10



4.6.3. Oderedivanje Pelegov-ovih konstanti rehidratacije pomoc¢u rezultata dobijenoih

TGA ANATIZOM ...ttt bbbt 124
4.7. Odrzavanje nativne  strukture proteina mesa posle osmotske dehidratacije 1
TENTATALACTI. ...ttt ettt 128
4.8. Kinetika denturacije proteina svezeg i osmotski dehidratisanog svinjskog mesa
pracena DSC MEtOTOM ........ciiii et reebesneenres 132
4.9. Modulovana diferencijalna kalorimtrija (MDSC) osmotski dehidratisanog svinjskog

4.10. Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (DSC) 1 modulovana diferencijalna
kalorimtrija (MDSC) MEIASE...........eieeiiciecieee ettt 142
4.11. Analiza sastava makroelemenata osmotski dehidratisanog svinjskog mesa melasom
U 0T (<) 1O P PR OPRPRRT 146
4.12. Interakcija jona s albuminom govedeg seruma metodom mikro senzitivna
diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (DSC) .......cccoviviiiiiiiiiiiii 148

4.13. Interakcija jona sa albuminom govedeg seruma metodom Izotermale titracione

KAIOMTMELITIE (ITC) ettt 155
5. ZAKLIUCAK oottt et e ettt e ettt e et en s et en s e e eeeenan 158
B. LITERATURA . 162

11



1. UvOD

Hrana predstavlja slozenu smesu vode, ugljenih hidrata, proteina, lipida i drugih

raznovrsnih komponenata. Metode termalne analize se dosta koriste u proucavanjima
topljenja, kristalizacije lipida, koji se pojavljuju u slozenim polimorfnim oblicima, a koji se
odlikuju slozenim pojavama rekristalizacije. Ugljeni hidrati i proteini u sistemima hrane se
uglavnhom mesaju s vodom i odlikuju se faznim prelazima prvog reda (topljenje,
kristalizacija) i prelazima stanja (denaturacija, zeliranje, staklasti prelaz). Sve nabrojane
termalne karakteristike hrane su od velikog znacaja za razumevanje odnosa izmedu
fizickohemijskih karakteristika i promena u kvalitetu hrane. Zbog toga metode termalne
analize predstavljaju vazne analiticke tehnike u fizickohemijskoj karakterizaciji hrane i njenih
komponenata.
Termalna svojstva hrane su vazna za razumevanje odnosa izmedu karakteristika hrane i
promene u kvalitetu hrane. U literaturi se nalazi veliki broj nau¢nih radova koji se bave
termalnom analizom hrane. Kako bi se odrzao visoki kvalitet i s obzirom na ocuvanje
karakteristika funkcionalne hrane (bioloske, hranljive vrednosti), kao i na fizickohemijska
svojstva proizvoda, neophodna je odgovaraju¢a kontrola i karakterizacija termalnih osobina
proizvoda.

Metode termalne analize se veoma mnogo koriste za proucavanje proteina u
prehrambenim sistemima. Takode, izu¢avanje termalnih svojstava proteina mesa je poveéano
tako da postoji dosta studija koje se bave termalnim osobinama proteina, a odnose se na sveze
i dehidratisano, pa i osmotski suseno meso. U ovim radovima zastupljene su razlicite
tematike, ali se uglavhom bave stanjem proteina i vode u proizvodu. Tako je u mnogim
studijama pokazano da denaturacija proteina izaziva strukturne promene mesa koje znacajno
uticu na fizicke osobine, kao sto su kapacitet vezivanja vode, tekstura i boja. Nadalje,
promene u stanju vode koja se nalazi u misi¢cima desavaju se istovremeno kroz toplotno ili na
drugi nacin izazvanu denaturaciju proteina, te se javljaju strukturne promene proteina.

Proces osmotske dehidratacije predstavlja vrlo efikasan nacin delimi¢nog smanjenja sadrzaja
vode iz sirovine koji izaziva minimalno ostecenje kvaliteta krajnjeg proizvoda. Ovim
procesom mogu da se dobiju proizvodi koji su nutritivno obogaceni osmotskim rastvorom, u
nasem sluc¢aju melasom Secerne repe, te se dobijeni proizvodi mogu smatrati funkcionalnom

hranom. Na osnovu brojnih istrazivanja, kao vrlo pogodan hipertoni¢ni rastvor moze da se
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koristi melasa Secerne repe, koncentrovani visekomponentni sistem koji predstavlja
nusproizvod u industriji Secera. Sadrzi preko 80% suve materije, oko 50% saharoze, 1%
rafinoze, 0,25% invertnih Secera, oko 5% proteina, oko 1,5% purinskih i pirimidinskih baza,
nesto organskih kiselina i pektina. Od mikronutrijenata sadrzi vitamine B grupe i minerale. U
znacajnim koli¢inama kalijum, natrijum i gvozde. Znac¢ajno je sto su sve mineralne materije u
rastvorenom stanju zbog samog procesa osmotske dehidratacije. Melasa ima svojstva
humektanta i utice na aktivnost vode gotovog proizvoda. Poznata je po svojim odli¢nim
osobinama, jer sadrzi velike koncentracije antioksidanata. Zbog stalnog potapanja proizvoda
u osmotski rastvor tkivo nije izlozeno kiseoniku i prema tome nije potrebno korisé¢enje
sredstava za zastitu od oksidativnih i enzimskih promena.

Istrazivanja koje se odvijaju poslednjih godina na Tehnoloskom fakultetu u Novom Sadu i u
Institutu za opstu i fizicku hemiju u Beogradu, posebno su usmerena na proucavanje procesa
osmotske dehidratacije svinjskog mesa u melasi Se¢erne repe. Medutim, do sad nije bilo
karakterizacije dobijenog osmotski dehidratisanog svinjskog mesa s obzirom na termalna
svojstva novonastale proteinske osnove koja mogu ukazati na razli¢ite osobine koje su od
velikog znacaja za stabilnost i kvalitet. Podaci o termalnim svojstvima svezeg svinjskog mesa
se nalaze u literaturi, kao i o termalnim svojstima svinjskog mesa dehidratisanog razli¢itim
tehnoloSkim procesima, ali literaturnih podataka o termalnim osobinama osmotski
dehidratisanog svinjskog mesa u melasi SeCerne repe nema.

Interakcije komponenti melase s proteinskom onovom mesa predstavljaju slozene procese
koji izazivaju promene strukture proteina mesa, te dovode do izgradnje novonastale
proteinske osnove. Kao model sistem procesa interakcije protein/makroelemenat izucena je
interakcija nekih makroelemenata, prisutnih u melasi, s proteinom albuminom govedeg

seruma (BSA) pomoc¢u metoda termalne anlize.

Ciljevi ovog rada su karakterizacija termalnih osobina novonastale proteinske osnove
dobijene osmotskom dehidratacijom svinjskog mesa Longissimus dorsi u melasi Secerne repe,
kao i dobijanje podataka metodama termalne analize, Kkoji se odnose na stanje vode i
proteina u sveZem mesu i osmotski dehidriranom mesu:

-definisanje novonastale strukture proteinske osnove osmotski dehidratisanog svinjskog mesa
Longissimus dorsi s obzirom na stanje vode

- definisanje stepena denaturacije proteina mesa i efikasnosti rehidratacije osmotski

dehidratisanog svinjskog mesu Longissimus dorsi
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-definisanje stepena denaturacije proteina mesa u osmotski dehidriranom svinjskom mesu
Longissimus dorsi, prou¢avanjem Kinetike denaturacije proteina osmotski dehidratisanog i
svezeg svinjskog mesa

- odredivanje sadrzaja makroelementa u osmotski dehidriranom svinjskom  mesu
Longissimus dorsi

-prikazivanje slozenosti interakcije nekih makroelemenata s proteinim mesa s obzirom na

model sistem interakcije jona sa albuminom govedeg seruma (BSA)
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2. PREGLED LITERATURE

2. 1. Osmotska dehidratacija

Od antickih vremena dehidracija je jedana od uobicajenih, najzastupljnijih prirodnih i
pouzdanih metoda za o¢uvanje hrane. Se¢er, med i soli su se Koristili kao pomagala u susenju
hrane (voéa i povréa) u razli¢itim vremenima u proslost (Tortoe, 2010). Seéer se prvenstveno
koristio kako bi se zadrzao kvalitet osusenog prozivoda. Dodavan je u malim kol¢inama
obi¢no radi oc¢uvanja kvaliteta proizvoda, a ne kao sredstvo za uklanjanje vode. Osmotska
dehidratacija je proces uklanjanja vode putem uranjanja ¢elijskog materijala u koncentrovani
vodeni rastvor (Tortoe, 2010). Osnovna svrha dehidratacije hrane je smanjenje sadrzaja vode
radi smanjenja brzina hemijskih reakcija, te olaksanje distribucije i skladistenja. lako su
reakcione brzine uglavnhom smanjene kao posledica dehidratacije, nepozeljne promene kao
Sto su enzimsko tamnjenje mogu uticati na promenu kvaliteta prehrambenih proizvoda
(Kouassi i Roos, 2001 Tortoe, 2010).

Proces osmotske dehidratacije predstavlja vrlo efikasan nac¢in delimi¢énog samanjenja
sadrzaja vode iz sirovine koji izaziva minimalno ostecenje kvaliteta krajnjeg prizvoda. Ovim
procesom mogu se dobiti proizvodi koji su nutritivno obogaceni osmotskim rastvorom, te se
dobijeni prizvodi mogu smatrati funkcionalnom hranom.

Pri procesu osmotske dehidratacije, namirnice se uranjaju ili potapaju u slani rastvor ili
Secerni rastvor. Ovo dovodi do tri vrste prenosa mase (Tortoe, 2010). Prva vrsta prenosa
predstavlja prelaz vode iz tkiva u osmotski rastvor. Druga vrsta predstavlja, prelazak rastvora
osmotske otopine u tkivo. Trecei tip prenosa mase je izlazak celijskog sadrzaja (Seceri,
organske kiseline, minerali, vitamini) u osmotski rastvor. Tre¢a vrsta prenosa mase je
kvantitativno zanemarljiva u poredenju sa prve dve vrste prenosa masa, ali je od velikog
znacaja s obzirom na konacan sastav proizvoda. Njegov pokreta¢ je razlika osmotskog
pritiska rastvora na polupropusnoj ¢elijskoj membranii. Niskomolekulske celijske komponnte
kao sto su seceri i organske kiseline difunduju u okolni rastvor viseg osmotskog pritiska.
Ostale, celijske komponnte u beznacajnoj meri prelaze izvan celijske membrane. Difuzija
vode i jedinjenja male molekulske mase iz strukture tkiva tokom osmotske dehidratacije
pracena je kontra — difuzijom osmoaktivnih supstanci. Zbog toga, osmotsku dehidraciju,
nasuprot konvencionalnom susenju karakterise slozeno kretanje vode, celijskog sadrzaja i
osmotski aktivnih supstanci (Slika 1.). Ovo znacajno uti¢e na sam proces i njegov konacni

efekat s obzirom na postizanje znac¢ajnog ocuvanja nutritivnih i organolepti¢kih svojstva
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(Tortoe, 2010) proizvoda. Proces uklanjanja vode i povecanje koncentracije osmotski
aktivnih supstanci smanjuje aktivnost vode u celiji (Tortoe, 2010). Stoga, kroz proces
oduzimanja vode moguca je i direktna formulacija proizvoda uvodenjem zeljene kolicine
aktivnog agensa, konzervansa, ili bilo kojeg rastvora od nutritivne ili senzorne vaznosti
(Tortoe, 2010).
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Slika 1. Sematski prikaz transfera mase pri osmotskoj dehidrataciji éelijskog materijala
(Phisut, 2012)

Tkivo hrane se obi¢no uranja u koncentrovani rastvor osmoaktivnih supstanci, kao §to su
saharoza, fruktoza, glukoza, glicerol, skrobni sirup i natrijum hlorid pri umerenim
temperaturama ¢ime se smanjuje termalno ostecenje teksture, promene boje i ukusa hrane
(Tortoe, 2010). Tako obradeno tkivo je stoga izlozeno minimalnom toplotnom stresu. Dve
osnovne karakteristike razlikuju osmotsku dehidrataciju od konvencionalnog susenja. Prvo,
potapanje tkiva hrane u osmotski rastvor dovodi do efekta dehidratacije. Drugo, osmotskom
dehidratacijom dobijaju se generalno manje stabilni proizvodi (npr. relativno kratak rok
trajanja) pa se smatra da je osmotska dehidratacija veoma pogodna kao pred - tretman za
mnoge procese radi poboljsavanja hranljivih, senzornih i funkcionalnih svojstva hrane. Cesto
se primenjuje kao pred — tretman za dalje procesne tehnike kao $to su, suSenje vazduhom
vakuum susenje, suSenje zamrzavanjem (Tortoe, 2010), suSenje energijom sunca,
pasterizacija ili zakiseljavanje i oblaganje jestivim povrsinskim filmovima (Tortoe, 2010).
Veéi deo pocetnog sadrzaja  vode iz tkiva moze da se ukloni na ovaj nacin, kako bi se
obezbedila stabilnost pri skladistenju.

Proces osmotske dehidratacije se uglavnom primenjuje za voce i povrée (Collignan i Raoult-
Wack 1994, Tortoe 2010. Phisut 2012., Misljenovi¢ et al 2009., Misljenovic et al 2011,
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Misljenovic et al 2012.). Meso i riba (Collignan i Raoult-Wack 1994, Collignan et al 2001.,
Djelveh, et all 2001, Pezo et al., 2014; Suput et al., 2013, Ribeiro et al 2004), supstance
koje imaju sposobnost geliranja, kao s§to su Secer i proteini (Tortoe, 2010.) se na ovaj nacin
mnogo vise preraduju u poslednjh 10-15 godina. Interesovanje za koris¢enje nisko
temperaturske osmotske dehidratacije za obradu zivotinjskih proizvoda je u porastu
(Collignan i Raoult-Wack 1994).

Tako je Collignan sa saradnicima u radu iz 1994. (Collignan et al.1994.) ispitivavao
osmotsku dehidrataciju ribe i1 (bakalara) potapanjem u smesu koncentrovanih rastvora
saharoze i soli ili u rastvoru kukuruzniog skrobnog sirupa i soli pri niskim temperaturama.
Pracena je kinetika gubitka vode, prirast Secera i soli kao i interakcije secera i soli. Rezultati
su pokazali da prisustvo Seéera moze poboljsati dehidrataciju, i smanjiti prirast soli.
Upotrebom visokomolekulskih  Secera sprecava se prirast Se¢era i omogucava dobra
dehidratacija. Ovakav nac¢in osmotske dehidratacije pokazao se kao dobra zamena
tradicionalnom usoljavanju bakalara, zbog smanjenja trajanja procesa kao i zbog moguénosti

kontrole samog procesa dehidratacije.

2.2. Osmotska dehidratacija mesa

Isti autor sa saradnicima (Collignan et al. 2001) je 2001. objavio opsirnu studiju o
osmotskom tretmanu ribe i mesa. U ovoj studiji detaljno su razmatrane prednosti novih
pristupa u osmotskoj dehidrataciji mesa i ribe u odnosu na tradicionalne. Meso se po
tradicionalnim postupcima potapalo u koncentrovane rastvore soli (salamurenje). Komadi
mesa ili ribe su tako uglavnom obradeni u vodenim rastvorima, sa solju kao osnovnim
rastvorkom (Slika 2). Ovakvi procesi povecavaju unos rastvorka u meso ograni¢avajuci
dehidrataciju posebno kad je koncentracija rastvora soli ispod 250g/l. Posle ovog koraka
vrseno je dodatno susenje kako bi se stabilisao proizvod. Jedna od studija koja se bavi
opisivanjem procesa salamurenja opisuje ovaj proces polazec¢i od stanovista neravnotezne
termodinamike. Radi opisivanja razlicitosti ponasanja koje se deSavaju tokom osmotske
dehidratacije u rastvoru soli Castro-Giraldez i saradnici (Castro-Girdldez et all 2010) razvili
su neravnotezni termodinamicki pristup za opisivanje ovog procesa. Pomoéu ovakvog
pristupa moguce je odrediti razlic¢ite mehanizme i opisati proces. Odredena su tri stepena koja
se odvijaju u procesu dehidratcije mesa u rastvoru soli: pocetna relaksacija tkiva, kontrakcija

miSica i dostizanje mehanicke ravnoteze.
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Izuzetak su postupci primenjivani u nordijskim zemljama gde su se fileti haringe
tradicionalno salamurili u salamuri koja je sadrzavala so i saharozu, kako bi se dobio slatko-
zasoljeni proizvod. Autori (Collignan et al. 2001) zakljucuju da ima veoma malo objavljenih
podataka o dehidrataciji mesa u vodenim rastvorima koji sadrze so i secer. Collignan i
saradnici (Collignan et al. 2001) su opisali eksperimentalna izu¢avanja prenosa mase drugih
autora, koja su sprovedena kombinovanjem Kkineticke analize i metode povrsinskog
odgovora (surface respond). Izu¢avanja stvarnog sistema hrane (riba, meso) pokazala su da
se gubitak vlage od preko 40% moze postici na niskim temperaturama (10°C). Ispitivana je i
interakcija izmedu dva rastvorka—soli i Secera. Prisustvo SeCera u vodenoj fazi pojacava
koncentracioni gradijent izmedu hrane i rastvora te tako pospesuje oslobadanje vode. U
poredenju s binarnim rastvorom voda—NaCl sa 26% (m/m) soli, ukupno zasi¢enje od 75%
(m/m) moze da se postigne kombinovanjem Secera i soli u istom rastvoru na temperaturi od
20°C. Ovakvi uslovi poboljSavaju moguénost razmene 1 omogucuju da se za kratko vreme
procesa dobije znaCajna dehidratacija proizvoda. Dodatno, zbog Secera koji imaju veliku
molekulsku masu, njihova difuzija kroz proizvod je sporija nego difuzija soli, te glavnina
SeCera zapravo Ostaje na povrsini proizvoda. U vodenim trokomponentnim rastvorima koji
sadrze so i Secer, dolazi do suprotnog uticaja na prirastaj rastvorka (solute gain). Unos soli je
posebno ograniCen zbog prisustva SeCera. Ovaj uticaj spreCavanja SeCera u odnosu na
prodiranje soli je pokazan kod osmotske dehidratacije voca i povréa, kao i pri dehidrataciji
mesa (Collignan et al. 2001). Ova pojava nastaje stvaranjem visoko koncentrovane Secerne
obloge koja se obrazuje na proizvodu. Seéerna obloga znagajno smanjuje koeficijent difuzije
NaCl. Na primer u rastvorima KCI-voda koeficijent difuzije KCI se moze smanjiti 11 puta
dodatkom saharoze. Smanjenje koeficijenta difuzije soli je uglavnom izazvan visokim
viskozitetom  trokomponentnih rastvora.  Nadeno je da je poveéanje viskoziteta
trokomponentnih rastvora (Collignan et al. 2001, Deumier et all 2005) posledica interakcije
NaCl i saharoze. Pokazano je da postoji kriti¢na koncentracija do koje Se¢er moze stvarno da
utie na smanjenje unosa soli. Gubitak vode takode ogranicava nivo gornje koncentracije od
900g/kg, zbog ogranicavajuceg spoljasnjeg prenosa. Kineticka analiza procesa pokazala je da
upotreba Secera velike molekulsle mase (npr. glukozni sirup) kao hipertoni¢nog rastvora
smanjuje unosSenje Secera U proizvod do zanemarujucih koncentracija, ali bez uticaja na
prirast soli (salt gain) i gubitak vode. Rezultati su pokazali da je brzi unos SeCera malih
molekulskih masa (Collignan et al. 2001). Ovi rezultati su potvrdeni u proucavanjima

proteinskih gelova kao §to su karnagen i Zelatin eksperimentalnom metodom meSanja
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pomocu rotacionih diskova koji stvaraju uslove bezgrani¢nog spoljasnjeg prenosa. Ovom
metodom utvrdena je interakcija izmedu dva rastvorka (Secera i soli) koja je uslovljavala
povrsinsko koncentrovanje i gradenje prevlake, obloge od Secera. U nekoliko studija je

proucavana uloga unutrasnjih ¢inilaca iz mesa na
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Slika 2. Sematski prikaz interakcije soli i mesa (Castro-Girdldez et al 2010).

prenos mase. Nadeno je da ponaSanje proteinskih gelova karnagena i Zelatina odgovara
ponasanju zivotinjskog tkiva, te su posluzile kao dobar model sistem. Tkode je prouc¢avana
uloga razli¢itih proteinskih osnova na prenos mase pri procesu osmotske dehidratacije.
Nadeno je da se meso 1 fileti ribe, koji su drugacije proteinske 0osnove, ponasaju potpuno isto,
kvalitativno i kvantitavno, s obzirom na prenos mase pri osmotskoj dehidrataciji. Najveci
uticaj na prenos mase ima sadrzaj masnoca u mesu, te predstavlja klju¢ni ¢inilac koji moze da
uti¢e na dinamiku prenosa. Pokazano je da lipidna faza ima indirektno delovanje na
smanjenje zapremine vode koja se razmenjuje. U principu , tesko je objasniti direktni uticaj
lipidne faze na dehidrataciju posto uticaj lipidne faze na prenos mase nije linearan. Pokazano
je postojanje ogranicavajuceg tehnoloskog i fizickog ¢inioca za primenu trokomponentnih
rastvora (ternary solutions) vode Secera i soli te je racionalno da se koristi ova tehnika za
dobijanje blago do umereno osusenih proizvoda sa 55-70% vlage.

Ovakvi tehnoloski procesi ne mogu se koristit za dobijanje proizvoda u jednom Kkoraku posto
se unos soli izuzetno povecava pri produzenom trajanju dehidratacionog procesa (Collignan
et al. 2001).
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2.3. Osmotska dehidratacija mesa u melasi seéerne repe

Za osmotsku dehidrataciju mesa, kao hipertoni¢ni rastvori najces¢e se Kkoriste
dvokomponentni (natrijum hlorid , saharoze ) ili trokomponentni (so - saharoza - glukoza )
vodeni rastvori (Oladele et al 2008, Ribeiro i Tobinaga 2004, , Medina-Vivanco, 2004, Taivo
et al 2003).

Nedavna istrazivanja (Misljenovic et al 2011 i Misljenovi¢ et al 2012) pokazala su da je
melasa Secerne repe vise nego efikasno  sredstvo za osmotsku dehidrataciju voca , povréa i
mesa. Visok sadrzaj suve materije, specificni sastav hranljivin materija, niski troskovi i
energetske potrebe su glavni razlozi zaSto je melasa Secerne repe tako koristan osmotski
rastvor (Misljenovic et al 2010). Sadrzi preko 80% suve materije, oko 50% saharoze, 1%
rafinoze, 0.5% invertnih Secera, oko 5% proteina, oko 1.5% purinskih i pirimidinskih baza,
nesto organskih Kiselina i pektina. Od mikronutrijenata sadrzi vitamine B grupe i minerale. U
znacajnim koli¢inama kalijum, natrijum i gvozde. Znacajno je §to su sve mineralne materije u
rastvorenom stanju zbog samog procesa osmotske dehidratacije. Melasa ima svojstva
humektanta i uti¢e na aktivnost vode gotovog proizvoda. Poznata je po svojim odli¢nim
osobinama, jer sadrzi velike koncentracije antioksidanata. Melasa je veoma slozenog
hemijskog sastava. Poznato je da u sastav melase ulazi preko 200 razli¢itih jedinjenja (Tabela
1. i Tabela 2.) (Olbrich 1963). Sastav melase je promenljiv i prvenstveno zavisi od sastava
Secerne repe, tehnoloskih procesa obrade u procesu ¢iS¢enja 1 kristalizacije (Filipovi¢, 2013).
Najvece razlike u hemijskom sastavu se odnose na koli¢ine rafinoze, invertnog Secera i
mineralnih materija (Olbrich 1963).
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Thbela 1: Sastav melase $ecerne repe (Olbrich 1963, Filipovi¢ 2013.)

Organske materije (%) Minerali (%)

Saharoza 51,0 K20 4.3
Glukoza - Na,O 0.9
Fruktoza - CaO 0.26
Invertni ¢ecer 0.5 MgO 0.14
Rafinoza 1.0 SiO; 0.1
Proteini 5.0 Al;,O3 0.07
Glutaminska kiselina | 4.0 Fe,O3 0.02
Betain 6.0 COs” 3.5
Ostala N-jedinjenja S04~ 0.55
Organske kiseline 1.5 CI 1.6
Ostale organska 1.5 PO~ 0.06
jedinjenja

Ukupno 72.0 115

Ukupno suve 83.5

materije

Tabela 2: Elementi u tragovima i vitamini prisutni u melasi Secerne repe (Curtin, 1983)

Elementi u tragpovima (mg/kg) Vitamini (mg/kg)

Bakar 36 Biotin 0.36
Gvozde 249 Holin 745.0
Mangan 35 Pantotenska kiselina | 21.0
Cink 13 Riboflavin 1.8
Rafinoza 1.0 Tiamin 0.9

Upotreba melase u ljudskoj ishrani je ogranicena zbog relativno visokog sadrzaja K* jona.

Preporucena dnevna koli¢ina je od 20 do 40g (Misljenovié, 2012).
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2.4. Struktura svinjskog mesa

Skeletni misi¢i (misi¢no tkivo) Zivotinje ¢ine meso, Skeletni miSi¢i ¢ine procentualno
najzastupljenije tkivo organizma zivotinje pa tako i najvise ucestvuju u celokupoj masi tela
zivotonje. Ovo tkivo je izgradeno od celija (miocita) koje imaju sposobnost da pretvaraju
hemijsku energiju u rad. Misi¢i su organizovani u dve osnovne grupe i to s obzirom na
citoloSke karakteristike inervaciju 1 nac¢in kontrakcije misi¢i se dele na poprecnoprugasto

(skeletno), glatko i sréano misi¢no tkivo.

2.4.1. Proteini mesa, struktura i sastav misi¢a

Kod poprec¢no prugastih misSi¢a uobicajeni elementi cCelije su potisnuti na sam rub celije.
Sama ¢elija ispunjena je miofibrilima koji se sastoje od debelih filamenata miozina i tankih
filamenata aktina i tropomiozina. Tanki elementi u¢vrséeni su na strukturama koje su poznate
kao Z-linije (Karlson, 1993).

Misi¢i se sastoje od 75% vode, 20% proteina, 3% masti i 2% rastvornih ne-proeteinskih
supstancija. Neproteinske supstancije ¢ine metali i vitamini, Kkojih je oko 3%, azot
neproteinskog porekla oko 45%, ugljeni hidrati oko 34% i oko 18% neorganskih komponenti.
Proteini se dele u tri osnovne grupe miofibrilarni, sarkoplazmatski i proteini vezivnog tkiva.
Miofibrilarni proteini ¢ine oko 50-55% ukupnog proteinskig sadrZaja miSica, dok su
sarkoplazmatski proteini zastupljeni sa oko 30-40%. Ostatak od 10-15% proteina ¢ine
proteini vezivnog tkiva (Tornberg, 2005).

Miofibrilarni proteini se dele u tri podklase: miofilamentni fibrilarni proteini, miozin i aktin i
oni izgraduju miofibrilarnu strukturu; regulatorni proteini ukljucuju¢i i kompleks
tropomiozin-troponin, i a- i f-aktin. M-protein i C-proteini koji su izgradivacki proteini: titin,
nebulin, desmin, vimentin i sinemin u¢vr§éuju i grade konstrukciju miofibrile. Titin je protein
s velikom molekulskom masom (oko 1 milion Da).

Sarkoplazmatski proteini su rastvorni proteini sarkoplazme. U tu grupu spadaju glikoliticki
enzimi, kao §to je kreatin kinaza i mioglobin koji je poseban nosilac kiseonika (koji kao
hemoglobin reverzibilno veze molekule kiseonika ali s ve¢im afinitetom). Poznato je oko 100
razli¢itih proteina koji su prisutni u sarkoplazmi i oni su globularni proteini relativno malih
molekulskih masa (od 17000 do 92000 Da).

Stukturu vezivnog tkiva ¢ini spoljasnji omota¢ epimisium koji obavija celi misi¢. Ova

ovojnica vezuje pojedina¢na miSi¢na vlakna, a takode i grupe misi¢a. Misi¢no vlakno —fibrila

22



¢ini ¢eliju misi¢a. Ona moze da bude u pre¢niku od 10 do 100 um, te ima duzinu od do 30cm.
Ova celija ima svoju membranu, koja se naziva sarkolema. Misi¢na celija, fibrila, je
obavijena drugim tipom vezivnog tkiva koje se naziva endomisium. Fibrile se povezuju u
snopove koje opet obavija treca vrsta vezivnog tkiva —perimisium (Tornberg, 2005). Na

Slici 3. prikazana je stuktura misica.

Spoljasnji omotac vezivnog tkiva

Miofibrile cictarne

sar,l;oEIazmastog
retikuluma

Vezivno tkivo
Snopovi misiénih celija b0 Na 8 tUbU|e
Jedna misicna celija

Jedna miofibrila

Sar,l:oPIazm‘a ‘
retikuium

' Otvori u TFL
safilamentima| - frangyerzalne tubule

koji se s_astc_:je'od j i
Tr?pomiozin Troponim el rleiEs M|t0h0ndnje
oo B Tankij debeli

filamentj
Sarkoplazma

Sarkolema

Filamenti miozina

Slika 3. Struktura mi$i¢a. a) ceo misi¢ b) snop miofibrila sa ¢elijskim organelama

(http://www.bioanim.com/celltissuehumanbody6/O3muscle/misicFunllgws.html)

Proteini vezivnog tkiva kolagen, retikulin i elastin su fibrilarni proteini. Kolagen je
najzastupljeniji protein u telu i glavna komponenta ekstracelularne mreze vezivnog tkiva.
Njegovu tercijarnu strukturu cine tri isprepletene a-zavojnice (trostruka zavojnica-triple
helix) koje sadrze ponavljajucu peptidnu sekvence lizin-prolin-hidroksiprolin, koja je jako
stabilizovana medusobnim vodoni¢nim vezama (Brodsky i Persikov 2005). Istrazivanja su
pokazala da se povecava broj proteina sa nadenim strukturnim odlikama koje lice kolagenu.
Porodica kolagena i proteina sa “kolagenim domenom”- karakteristicnom trostrukom
zavojnicom kolagena, ukazuje da bi ovakve strukture mogle biti osnovni motiv prilagodljiv
za niz proteina i funkcija. Njegova stapicasta domena ima potencijal za razlicite nacine
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samo- udruzivanja, sposobnost da veze receptore, druge proteine, glikozaminglukane i
nukleinske kiseline (Matteini et al 2012). Mutacije u domenu trostruke zavojnice kolagena
mogu dovesti do razlicitih poremecaja. Najc¢eséia mutacija je zaamena baza koja dovodi do
zamene jednog glicinskog ostatka , prekidanjem niza ponavljanja ponavlja Gly-X-Y. Jedna
zamena glicinskog ostatka destabilizuje trostruku zavojnicu zbog prekida vodoni¢ne veze i
stvara diskontinuitet structure (Brodsky i Persikov 2005)

Fibrilarni kolagen, kolagen koji formira fibrile, ¢ini strukturni i organizacioni okvir koze,
dermisa, krvnih sudovia, kosti, tetiva, roznjace i drugih tkiva. Molekuli u ovom tipu kolagena
se pakuju u niz rasporeden po cetvrtinama (quarter-staggered array) i unakrsno povezan
kovalentnim vezama. Na taj nain se formiraju fibrile veli¢ine od nekoliko do 100 nm
(Matteni et al 2012). Za neka tkiva je karakteristicno postojanje dva ili ¢ak tri nivoa
hijerarhijske organizacije pri narastaju¢oj du zini koja prevazilazi duzinu fibrila, kao $to su
vlakna kod tetiva, lamele roznjce.

Kolagen je glikoprotein koji je, kao $to je ve¢ reCeno, glavni strukturni element vezivnog
tkiva (oko 55%). Kolagen se sastoji od monomera tropokolagena, molekulske mase od

300 000 Da. Molekuli tropokolagena su organizovani u agregat koji se ili produzuje u fibrile
u epimisiumu i perimisiumu ili ¢ine strukturnu osnovu endomisiuma. Kolagen je prisutan u
nekoliko genetskih oblika: od | do V. Imunofluorescencijom je pokazano da je kolagen tipa |
prisutan u epimisiumu, tipovi I 1 II su nadeni u perimisiumu, a tipovi III, IV 1 V su prisutni u
endomisiumu (Tornberg, 2005).

Misiéne fibrile izgraduju 75-92% ukupnog volumena miSic¢a, grade nitaste sturukture —

miofibrile, pri ¢emu formiraju najmanju kontraktilnu jedinicu-sarkomeru (Slika 3.).
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Slika 4. Struktura sarkomere, tanki i debeli filamenti (Tornberg, 2005).

Pre¢nik miofibrile je oko 1um, a duzina sarkomere je oko 2.2 pm kod miSi¢a u mirovanju.
Kao $to je prikazano na Slici 4. sarkomera je izgradena od dva gradivna bloka koji se sastoje
od debelih filamenata koji se produzavaju preko A-trake i tankih filamenata koji se protezu
od Z-linije preko A-trake do H-zone. Debeli filamenti su izgradeni od miozina. Oko 200-400
molekula miozina je u sklopu pojedinog debelog filamenta koji je pojedina¢no duzine od 1.5
um i pre¢nik od 130 A. Digestijom tripsinom miozinski filamenti se cepaju na ,.glavu
meromizoin (HMM) i ,;rep” koji se naziva laki meromizoin (LMM). Laki meromizoin
(LMM) ima strukturu dvostruke i trostruke a-zavojnice, dok se oblast glave (HMM) sastoji
od globularne jedinice sa 4% a-zavojnice.

Drugi po znacaju miofibrilarni protein je aktin. Fibrozni aktin (F-aktin) je nastao
longitudinalnom polimerizacijom globularnog aktina (G-forma aktina, M= 47 000Da). U

rastvorima male jonske ja¢ine aktin je u monomernom globularnom obliku. Pri povecanju
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jonske jacine dolazi do polimerizacije monomera u fibrilarnu strukturu dvostruko uvijene

zavojnice.

2.4.2. Ponasanje proteina mesa pri zagrevanju

Konformacione promene proteina koje se deSavaju pri zagrevanju se uobi¢ajeno nazivaju
denaturacijom proteina. Temperature na kojima se ove promene deSavaju se nazivaju
temperature denaturacije proteina. Denaturacija proteina je u velikoj meri izuCavana
diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom (DSC) (Brandts 1964, Privalov 1980, Voutila
2007, Wright 1984, Findlay 1984, Tocci 1998, Aktas 2001, Bellof 2006, Dziomdziora 2006,
Liu 1996, Pan 2011, Schubring 2004, Schubring 2007 Bertram 2006, Graiver 2006,
Pospiech 2002, Kazemi 2011, Paredi et al 2003). Razmotavanje (unfolding) proteina, koji
predstavlja gubitak njegove tercijarne i sekundarne strukture moze takode da se prati i drugim
metodama kao $to su opticka rotaciona disperzia (ORD) cirkularni dihroizam (CD), merenje
povrSinske hidrofobnosti upotrebom fluorescentnih proba (ANS). Sledeé¢i korak koji se
desava tokom i posle denaturacije proteina su protein-protein interakcije koje dovode do
agregacije proteina i kona¢no do gubitka rastvorljivosti. Ovi procesi mogu da se prate
turbidometrijskim merenjima. Nastajanje gelova koji mogu zatim da se grade, njihov tip i
vrsta oformljene mikrostrukture moze da se ispitiuje mehani¢kim i mikrostrukturnim

metodama.

2.4.2.1. Proteini sarkoplazme

Po saznanjima koje je izneo Hamm jo§ 1977. nadeno je da se najveci broj proteina
sarkoplazme (oni misi¢ni proteini rastvorni u vodi pri niskim jonskim ja¢inama) agregiraju
na temperaturama izmedu 40 1 60 °C. Drugi istrazivaci su osamdesetih godina proslog veka,
nasli da se agregacija sarkoplazmatskih proteina moZze produziti i do 90°C. Ova grupa
istrazivaca je prva pretpostavila da sarkoplazmatski proteini mogu da grade gel izmedu
strukturnih elemenata mesa i da ih na taj nacin povezuju (Tornberg 2005). Istrazivanja
mekocée mesa (meat tenderness) pri termalnoj obradi na razli¢itim temperaturama Tormberga i
saradnika (Tornberg 2005) potvrdila su ova zapazanja.

Jedna od interesantnih osobina sarkoplazmati¢noh proteina je i pojava omeksavanja koju
mogu da proizvedu enzimi i to na niskim temperaturama u duZzem vremenskom periodu, pri

brzini grejanja 0.1°C/min. Pokazano je (Laakkonen et al 1970) da kolagenaza zadrzava
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aktivnost pri grejanju, kuvanju, mesa na temperaturama manjim od 60°C, dok pri vecoj
brzini grejanja i na viSoj temperaturi (70-80°C) kuvanja dolazi do inaktivcije enzima.
Takode je pokazano da je najmanje 6 sati grejanja potrebno da bi se postiglo znacajno
snizenje sile smicanja tj. efekat omeksavanja. U isto vreme doslo je do gubitka vode od 15 do

30% (m/m).

2.4.2.2. Miofibrilarni proteini

Promene sekundarne, tercijarne i kvaternarne strukture pri zagrevanju
S obzirom na promene sekundarne strukture miozina pri grejanju Morita i Zasuri (Morita et

al 1991) su pratili promene u zastupljenosti a-zavojnice i promene povrsinske hidrofobnosti,

lakog meromiozina, LMM dight meromyosin) pri pH 6 i 0.6M KCI metodom cirkularnog

dihroizma (CD). Sadrzaj uzvojnoce je poceo opadati na temperaturi od 30°C i dostigao je
svoj minimum na temperaturi od 70°C. Grejanjem do 65°C se progresivno povecava
povrSinska hidrofobnost, dok se na viSim temperaturama povrSinska hidrofobnost smanjuje.
Smanjenje hidrofobnosti prime¢eno na visim temperaturama upucuje na zakljuak da deo
hidrofobnih ostataka ucestvuje u protein-protein interakcijama, koje dovode do stvaranja
mreze pri gradenju agregata, tj. gelova (Boyer et al 1996, Yongsawatdigula et al 2003).
Prednost diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC) je u tome $to mogu da se analiziraju
slozene meSavine proteina velikih koncentracija, $to je slucaj kod mesa. Na tipi¢noj DSC
krivoj misi¢nog tkiva mogu da se uoce tri osnovna endotermna termalna prelaza (Slika 5).
Prvi prelaz sa temperaturskim maksimumom izmedu 54-58°C  predstavlja termalnu
denaturaciju miozina (Kawakami et al 1971, Martens & Vold, 1976; Wright 1984, Kono
1992, Markov et al 2010, Liu 2014). Drugi prelaz koji ima temperaturski maksimum izmedu
651 67°C odgovara termalnoj denaturaciji kolagena (Martens & Vold, 1976; Stabursvik &
Stabursvik i Martens 1980, Bozec 2011) i sarkoplazmatskih proteina (Stabursvik 1980,
Xiong 1987). Treci prelaz je termalna denaturacija aktina koji se nalazi izmedu temperatura
of 80°C 1 83°C (Tornberg 2005). Za drugi prelaz je pokazano da oba izolovana proteina
aktomiozin i miozin i njhove podjedinice imaju termalnu denaturaciju u istom

temperaturskom podrucju (Tornberg 2005).
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Slika 5. Tipi¢na DSC kriva misi¢a koju sacinjavaju tri endotermna termalna prelaza koji
odgovraju denaturaciji: A) miozina; B) sarkoplazmatskih proteina i kolagena; C) aktina
(Tornberg 2005).

Sikes i saradnici (Sikes et al. 2010) su proucavali denaturaciju proteina mesa pomoéu metode
DSC. Usporedivali su dobijene DSC krive sirovog netretiranog govedeg mesa sa DSC
termogramima dobijenim za meso podvrgnuto grejanju na 60°C i meso podvrgnuto delovanju
pritisk i temperature (60°C). Nasli su da dolazi do nestanka endotermnih pikova na 75°C i
51°C koji odgovaraju denturaciji aktina i miozina, dok endotermni pik sa maksismumom pika
na temperaturi od 61°C, koji odgovara denaturaciji kolagena, ostaje nepromenjen kod uzoraka
koji su bili tretirania i pritiskom i temperaturom (60°C). Tretiranje mesa na temperaturi od
60°C dovodi do denaturacije miozina (Tm =51°C) i delomi¢ne denturacije kolagena (Tm=
61°C), dok aktin osaje nedenaturisan (prisustvo pika na 75°C). Ocigledno da dolazi do
uc¢vrséivanja i ojacavanja molekula kolagena pri tretmanu pritiskom, a posto su molekule
tropokolagena u konektivnom tkivu medusobno povezane vodoni¢nim mostovima moze se
re¢i da pritisak deluje stabilizirajuce na ove veze (Sikes et al. 2010, Tonberg et al 2013).
Drugo interasantno zapazanje dobiveno iz DSC rezultata je da delovanjem pritiska dolazi do
destabilizacije aktina , dok se to ne desava samim termalnim tretmanom na 60°C. Sli¢ne
rezultate je dbio i Macfarlane (1985), koji je zakljuc¢io da delovanjem pritiska od 150 MPa i
temperature od 60 °C u trajnju od 30 min na post rigor meso, dolazi do disagregacije F aktina
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u G aktin, kako je zabelezeno elektronskom mikroskopijom (Tonberg et al 2013. Upotrebom
povisenog pritiska dolazi i do smanjenja aktivnosti enzima mesa, naroc¢ito kaplaina, dok
katepsini, proteaze smestene u lizozomu, zbog svoje lokacije zadrzavaju aktivnost pri
delovanju pritiska od 250MPa, u vremenu od 10min i pri sobnoj temperaturi. Istrazivnja su
pokazala da pri pritisku preko 200MPa dolazi do pucanja lizozoma, medutim pokazalo se da
su oslobodene Kkatepsin protease otporne na pritisak, i da gube aktivnost pri pritiscima preko
200MPa (Tonberg et al 2013). Sikes i saradnici (Sikes et al. 2010) su proucavali degradaciju
miofibrilarnih protein merecei duzinu fibrilarnioh segmenata misi¢a nakon tretmana
pritiskom i temperaturom. Koristili su mikroskopske metode. Pokazali su da su fragmenti
fibrila mesa podvrgnutog pritisku i temperaturi sest puta krace u poredenju sa fibrilama koje
su samo temperaturski tretirane i tri puta krace od fibrila sirovog netretiranog govedeg mesa.
Pretpostavlja se da je ovaj efekat skracenja duzine fibrilarnih fragmenata posledica
aktiviranja sistema katepsin proteaza (Tonberg et al 2013).

Tretiranje mesa povisenim pritiskom dovodi do promena u strukturi mesa koje se ocituju
promenama u zadrzavanju vode u mesu i zadrzavnju masti u mesu. Ove promene su
posledica geliranja do koga dolazi pri ovakvom tretmanu. Jedna od znacajnih primena
tretiranja mesa poviSenim pritiskom je upravo za izazivnje geliranja tj. povecanje
miofibrilarnog kapaciteta geliranja (myofibrillar gelling capacity) ¢ime se smanjuje potreba
za dodavanjem velike koli¢ine soli, te se dobija zdraviji prizvod. Takode , prednost
istovremenog tretmena poviSenim pritiskom i temperaturskog tretmana na 60°C je efekat
omeksavnja (Sikes et al. 2010). Jedina neZeljena pojava ovog tretmana je gubitak boje mesa,
te se pri tretmanu preko 150MPa dolazi do promene boje mesa, a pri tretmanu pritiskom
preko 400MPa delomi¢no se denaturiSu globinski delovi, te oslobodeno gvozde moze dovesti
do ubrzavanja procesa oksidacije lipida (Tonberg et al 2013).

Proucavanja termalne denaturacije titina svinjskog i govedeg mesa DSC analizom nadeno je
da denaturacija ovih proteina predstavlja jedinstven endotermni pik sa temperaturskim
maksimumom prelaza na temperaturi od 78,4°C za govede meso i 75,6 °C za ove proteine iz

svinjskog mesa (Ding, 2014).

Proucavanja u solima rastvornih (salt soluble proteins) SSP, miofibrilarnih proteina pokazala
su da do protein-protein interakcija i geliranja dolazi u temperaturskom opsegu od 36-40°C,
bez obzira na anatomske razlike porekla misi¢a (Tornberg 2005). Ova istrazivanja su vrSena

merenjem turbiditeta i merenjem rigidnosti (Boyer 1996, Sun i Holley 2011). Markov i
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saradnici (Markov et al 2010) su upotrebom DSC metode i metode dinamickog rasipanja
svetlosti (DLS) analizirali agregaciju dve S1 izoforme miozina i pokazali da brzina procesa
agregacije ne zavisi od koncentracije proteina, te da je stepen agregacije ogranicen
ireverzibinom denaturacijom proteinskog domena. Sun i Holley su dali detaljni prikaz

Cinilaca koji uti¢u na toplotom izazvano formiranje gela miofibrilarnih proteina mesa koji su

dati u Tabeli 3. (Sun i Holley 2011).

Tabela 3. Cinioci koji uti¢u na toplotom izazvano formiranje gela miofibrilarnih proteina

mesa (Sun i Holley 2011).

Cinioci Pojave koje izazivaju ¢inioci
Miozin Miozin moze stvarati odli¢ne gelove.
Actin F-actin ne stavra gelove, zgrusava se pri grejanju. Kombinacija male

koli¢ine F-aktina s miozinom moze poboljsati elasti¢nost gela ali aktin
smanjuje elasti¢nost gela pri koncentracijama ve¢im od 6.1%).

Tip misica

.....

Beli misié¢i generalno stvaraju jace gelove nego crveni misi¢i. Popreéno
prugasto misi¢no tkivo gradi ¢vrice, krute gelove no glatko misi¢no tkivo.

Poreklo misSica

Sposobnost geliranja miSi¢nog tkiva razli¢itih Zivotinjskih vrsta je sloZen
proces na koji zna¢ajno uti¢u uslovi sredine. Poznato je da pile¢e meso gradi
jace gelove nego govede meso. Piletina i svinjetina imaju gotvo istu
sposobnost jacine geliranja.

PSE (pale, soft, exudative) bleda, mekana svinjetina gradi slabije gelove.

Koncentracija proteina

Minimalna koncentracija geliranja, ili kriticn koncentracija proteina je
potrebna da bi se nagradio gel. Miofibrilarni proteini minimalne koncentracije
0.5% imaju sposobnost stvaranja gelova

pH

Sposobnost geliranja miofibrilarnih proteina strogo zavisi od pH sredine. Pri
izoelektricnoj  tacki (pI) miofibrilarni proteini (pH 5.3) gotovo da i ne
stvaraju gelove, a optimalan je pH 6. Pri nizem pH i bez grejanja miofibrilarni
proteini geliraju, pri velikim koncentracijama NaCl (2% do 3%) koje su
potrebne za rastvaranje miofibrilarnih proteina i izgradnju gela.

Jonska jacina

Na mikrostrukturu miofibrilarnog gela uti¢e jonska ja¢ina. Pri niskoj jonskoj
jacini (0.25 M KCl) nastaju gelovi sa finom mreZzom, dok pri velikoj jonskoj
jacini (0.6 M KCl) nastaje gruba mreza gela sa prisutnim agregatima.

Brzina zagrevanja

Pri malim brzinama zagrevanja favorizuju se protein proetin interakcije, te
dolazi do stvaranja bolje trodimenziono uredenog gela.

Temperatura

Optimalni uslovi geliranja miozina su 60-70°C pri pH 6.

Pritisak

Veliki hidrostataticki pritisak depolimerizuje aktomiozin i aktin i utiée na
geliranje. Optimalan pritisak za geliranje miofibrilarnih proteina iznosi oko
200 Mpa, §to doprinosi elasti¢nosti gelova.

Sadrzaj masti

Sadrzaj masti utice na proces geliranja, te dolazi do nekontrolisanih promena u
¢vrstoéi gela, koje zavise od uslova procesa koji se primenjuje.

Zelatin Zelatin je protein s njboljom spospobnodéu geliranja, ali njegovo prisustvo
ometa geliranje miofibrilarnih proteina.
Cinioci Pojave koje izazivaju ¢inioci

Transglutaminaze

Transglutaminaze imaju  sposobnost znacajnog povecavanja jacine
miofibrilarnog gela.
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Proteinski dodaci (aditivi): Belance, proteini surutke, sojini proteini i natrijum kazeinat poveéavaju jac¢inu

(belance, proteini surutke, gelova miofibrilarnih proteina. Krvna plazma i globini krvi mogu povec¢ati ali
sojini proteini, globini krvi, i smanjiti ja¢inu miofibrilarnog gela u zavisnosti od porekla miofibrilarnih
plazma, hidrolozat glutena) proteina. Hidrolizat glutena uti¢e na geliranje miofibrilarnih proteina.

Neproteinski dodaci Zhog svoje kiselosti, glukono-5-lakton (GdL) moZe izazvati geliranje
(glukono-s-lacton (GdL), miofibrilarnih proteina bez grejanja. Polifosfati mogu poveéavati, smanjivati
polifosfati i polisaharidi) ili ¢ak ne uticati na jadinu gela, §to je u vezi s poreklom miofibrilarnih

proteina, nac¢inom i uslovima procesa geliranja. Polisaharidi mogu pojacati ili
oslabiti ja¢inu gela zavosno od vrste polisaharida, porekla miofibrilarnih
proteina i uslova pripreme.

Denaturacija miofibrilnih proteina u rastvorima u najvecem broju slucajeva dovodi do
gradenja gela. Miozin je jedinstven po svojstvu gradenja gela pri veoma malim
kocentracijama proteina (0.55% m/m) (Hermansson i Langton 1988, Tornberg 2005). Na
primer, proteini sarkoplazme moraju da budu koncentracije oko 3% kako bi mogli da izgrade
gel. Pri zagrevanju pro¢iséenog miozina ¢vrstoca gela dostize svoj maksimum na 45°C pri pH
5.51li na 60° C pri pH 6. Ako je aktin prisutan u rastvoru sa miozinom dolazi do stvaranja jos
¢vrséeg gela (Tornberg 2005, Sun i Holley 2011). Jonska ja¢ina (NaCl) i pH su veoma bitni
posto ovi uslovi odreduju da li ¢e miozin biti u monomernom stanju ili ¢e biti u formi
filamenata. Pri jonskim jacinama manjim od 0.3% i pri neutralnom pH molekuli miozina su
dispergovani kao monomeri i prave grubu mrezu s velikim porama. Pri malim jonskim
jacinama molekuli miozina se organizju u vlakna (filamente) koja li¢e na prirodna misi¢na
vlakna. Grejanjem se grade joS ¢vrséi gelovi Sto su vlakna veée duzine. Ovako nastale
gelove karakteriSe fina i ujednacena mreza (Tornberg 2005, Sun i Holley 2011). Nastajanje
miozinskih gelova se odvija u dva odvojena koraka i to u dve temperaturske oblasti. Prvi deo
reakcije se odvija na tempreturi izmedu 30 i 50°C. Drugi deo reakcije se odvija na
temperaturi iznad 50°C. U prvom delu dolazi do agregacije globularnih glava proteina.
Posle zagrevanja iznad 40°C pokazano je da nativna struktura proteina ne postoji, te je
utvrdeno prisustvo samo monomera glave proteina iz uruSene strukture miozina. Daljim
zagrevanjem do 50°C nastavlja se agregacija, a grejanjem do 60°C dolazi do nastajanja
velikih globularnih agregata. U ovom temperaturskom rasponu nisu nadeni repovi proteinske
strukture. Nadalje dolazi do strukturnih promena u sekundarnoj strukturi proteina tj. do
promena o-zavojnice, te do stvaranja mreze u kojoj hidrofobne grupe medusobno intereaguju
(Morita i Yasui 1991, Tornberg 2005).
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2.4.2.3. Proteini vezivnog tkiva

DSC merenja su pokazala da se denaturacija kolagena odvija u temperaturskom opsegu od
53°C do 63°C, pri ¢emu dolazi prvo do raskidanja vodoni¢nih mostova, gubitka fibrilarne
strukture, te do kontrakcije, skupljnja molekula kolagena. Grejanjem od 60°C do 70°C
kolgenske fibrile se mogu skupti i do 1/4 njihove duzine. U slucaju da kolagenski molekuli
nisu stabilisani medumolekulskim tempereturski stabilnim vezama, daljim grejanjem dolazi
do njihovog disosovanja i gradenja Zelatina.

Da li ¢e do¢i do stabilisanja kolagena intermolekulskim vezama zavisi od starosti zivotinje
¢ije se meso analizira. Kod mesa mladih zivotinja nema ovog stabiliSuceg uticaja, dok kod
mesa starijih Zivotinja ova medumolekulska stabilizacija, stabilni cross-link postoji.
Predlozeni trostepeni model denaturacije kolagena prikazan je na Slici 6. (Mu 1991,
Matteini et all 2012, Nistora et al 2014, Zhang 2014).
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Slika 6. PredloZeni trostepeni model denaturacije kolagena (Matteini et all 2012).
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2.5. Zadrzavanje vode u tkivu mesa

Voda je najvaznija kao sastavni deo ili dodatni sastojak skoro svih namirnica. Interesovanje
nauke o mesu je oduvek bilo najviSe usmereno na prakti¢ne primene i1 makroskopske efekte
spoljasnih i unutrasnjih Cinilaca u odnosu na zadrzavanje vode. Istrazivanja su motivisana
tehnoloskim i senzornim aspektima, a oba aspekta su na kraju povezana sa ekonomskom
koristi.

Sistem miofibrilarnih proteina je razvijen tako da obavlja veoma brzo i1 specificno
ponavljanje pokreta. Voda u misi¢nom vlaknu sluzi kao mazivo, ali i kao medijum za
transport metabolita u vlakno. Sadrzaj vode bi trebalo da bude priblizno konstantan, za dobro
organizovane i brze funkcije, ali s druge strane, voda mora da bude u stanju da se kre¢e na
druga mesta u sarkomeri tokom kontrakcije, u deli¢u milisekunde. Hidrofilne i hidrofobne
oblasti u proteinima moraju da bud dobro organizovane, tako da omogucavaju brzo
premestanje, a takode i strukturni elementi treba da obezbede optimalne udaljenosti izmedu
vlakana na svakom nivou kontrakcije. Dakle, ne treba ocekivati da sistem miofibrilarnih

proteina prati samo jedan jednostavni model zadrzavanja vode (Puolanne i Halonen 2010).

2.5. 1. Hipoteze o zadrZavanju vode u mesu

Dok se teorijski pristup u oblasti hemije i biologije koncentri$e na povrSinske pojave izmedu
proteina 1 prvi od tri sloja vode, naucnici koji izu€avaju meso su viSe zainteresovani za
zadrzavanje slobodne vode u filamentoznoj reSetki, celom miSicu 1 gelovima. Shodno tome,
ova dva pristupa se posmatraju odvojeno, te ¢e dalje biti prikazana sveobuhatna teorija koja
pokriva celokupnu pojavu zadrZzavanja vode u mesu. Sledece hipoteze predstavljene u okviru

nauka o mesu poznate su ve¢ decenijama.

2.5. 1. 1. Elektrostaticke sile

Godine 1972., Hamm je objavio svoju obimnu knjigu Kolloidchemie des Fleisches, o
zadrzavanju vode, sumirajuci svoja istraZivanja 1 istraZivanja svojih saradnika, prikazujuci
literaturu objavljenu u tom polju do avgusta 1970. Hamm je zakljucio da je zadrzavanje vode
posledica elektrostatickog odbijanja izmedu miofibrilarnih proteina (miofilamenata), Sto
dovodi do oticanja miofibrila, ili u nekim slu¢ajevima (npr. soljenjem ili na veoma visokim ili
niskim pH vrednostima), ¢ak i delimi¢na rastvorljivost filamenata, nastaje zbog odbijanja

izmedu pojedinacnih molekula. Razli¢iti unakrsni mostovi (Z-linije, aktomiozin unakrsni
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mostovi 1 srednja vlakna) izmedu miofilamenata, spreCavaju neograniCeno oticanje
miofibrila. Strana lanca aminokiseline s polarnim grupama (oko 76-80%) vezuje molekule
vode na svojim povrSinama putem van der Waalsov-ih sila. Budué¢i da su molekuli vode
polarni, orijentiSu se tako da ¢e se u odnosu na negativnu jonsku grupu, pozitivni deo (atom
vodonika) orijentisati prema jonskoj grupi, a negativni deo (kiseonik) ¢e se usmeriti prema
rastvoru, i obrnuto u odnosu na pozitivnu grupu. Dodatni slojevi molekula vode ¢e nagraditi
tzv. monomolekuski sloj sli¢ne orijentacije. Hamm 1972 takode govori o Donnan-ovoj
zivim mi$i¢ima jer je tada elektrostaticki efekat preovladujuci u mesu. Dakle, Hamm (1972)
tvrdi da su svi molekuli vode manje ili viSe pod uticajem sila privlacenja izazvanih polarnim
grupama proteina u trodimenzionoj mrezi. Za razliku od polarne strane lanaca, nepolarna
strana lanca aminokiselina potiskuje polarne molekule vode izazivaju¢i zaobljenu strukturu
oko nepolarnih grupa. Kombinovani efekat je da su molekuli grupe povuceni (polarne grupe)
ili gurnuti (ne-polarne grupe) izmedu niti stvarajuci tenziju koja primorava molekule vode da
usvoje oblik leda u proteinskoj mrezi filamenata i popre¢nih elemenata. Ova ideja, potice od
Ling-a (1965), kao jedno od najranijih razmisljanja o kosmotropic efektu (videti odeljak 6).
Glavni ¢inioci koji zaustavljaju neograni¢eno oticanje miofibrila su aktomiozin unakrsni
mostovi izmedu vlakna i Z-linije, na nivou vlakana, a takode 1 drugih strukturnih elemenata,
kao Sto su kostamere koje imaju efekat. Prema Hamm-u (1972) koli¢ina vezane vode je
odredena naelektrisanjem proteina i ono izaziva odbijanje koje povecava vezivanje, kao 1
broj i jacinu unakrsnih mostova koje ograni¢avaju vezivanje (Puolanne i Halonen 2010).

Ovo objasnjenje zvuci razumno, posto su rastojanja izmedu povrSine vlakana oko 15-20 nm
(aktin do miozina i aktin do aktina) ili 25-30 nm (miozin do miozina), ili manje, $to znaci da
je sloj debljine od oko 60 do 90 molekula vode. Hipoteza objasnjava uticaj soli i pH, kao i
ulogu unakrsnih mostova, a samim tim i koliko se vode zadrzava u mesu. Medutim, hipoteza
ne uzima u obzir uticaj suprotnog jona, na primer jona natrijuma, u slucaju selektivnog
vezivanja hloridnih jona koji povecavaju negativno naelektrisanje. Pored toga, Offer i Knight
(1988) takode tvrde da su rastojanja izmedu filamenata suviSe velika da bi se uspostavila
odbojna sila koja bi bila dovoljno jaka da dovede do vezivanja vode (Puolanne i Halonen
2010). Hamm (1972) tvrdi da je efekat natrijum hlorida na proteine mesa najverovatnije
izazvan time $to je hloridni jon mnogo jaCe vezan za proteine nego natrijumov jon. Ovo
izaziva povecanje negativnog naelektrisanja proteina. Efekat NaCl-a na razliCite proteine u

mesu je veoma slozen, i ta slozenost raste ako razli¢ite koncentracije dodatog NaCl-a, KCl-a i
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fosfata deluju istovremeno (Puolanne i Halonen 2010). Ukratko, rastvorljivost miozina se
povecava ako se koncentracija NaCl-a povecava od 0,04 do 0,5 M. Posle pocetne agregacije i
formiranja filamenata, u strukturu pocinje da se ugraduje sadrzaj soli ve¢i od 0,25 M.
Oticanje miofibrila pocCinje na 0,5 M, bez dodatka fosfata, a na 0.4 M, s dodatkom fosfata, a
desava se i velika ekstrakcija miozina (Offer i Knight, 1988).

Stepen bubrenja zavisi od pH vrednosti koja izaziva promene u ukupnom naelektrisanju
umrezenih proteina (Puolanne i Halonen 2010). Bez soli, oticanje dostize maksimum na pH
3.0, a minimum na pH 5.0 (proseCna izoelektricna tacka mesa proteina) i odatle stalno
povecanje u fizioloSkom opsegu pH od 6.4-7.2. Zbog selektivnog vezivanja jona, soli
pomeraju izoelektriénu tacku. Sa 2% NaCl izoelektri¢na tacka i oticanje su minimalni na pH
4.0 (Puolanne i Halonen 2010). Vajlding, Hedges i Lillford su 1986 utvrdili da hipertoni¢ni
rastvori soli (KCI i KI) indukuju skupljanje vlakana na pH ispod izoelektricne tacke
miofibrilarnih proteina (pH 5.0), Sto znaci da ove soli takode imaju nize izoelektri¢ne tacke.
Sa NaCl, kao i u zagrejanom gelu je maksimum u oticanju na pH 6.0 (Ishioroshi,Samejima, i
lasui, 1979) ili na pH 6.2 (Puolanne i Halonen 2010).Veruje se da je to zbog povecanog
vezivanja natrijumovog jona za negativno naelektrisane miofilamente i zbog istovremenog
slabljenja vezivanja hloridnih jona zbog elektrostati¢kih sila. Hamm (1972) takode naglaSava
vezu Hofmeister-ovih serija sa zadrzavanjem vode. Kona¢no, moze da se kaze da su iznete

hipoteze u skladu s novijim objasnjenjima datim u daljem tekstu. (Puolanne i Halonen 2010).

2.5. 1. 2. Osmotske sile

Hamm (1972) snazno je podrzao mehanizam elektrostati¢kog oticanja, ali je posebno naglasio
oticanje filamentalne resetke u miofibrilima. Offer i Knight (1988) proucili su literaturu do
kasnih 1980-ih i najznacajnijim smatraju fizicko-hemijski pristup i strukturne aspekte. Oni su
predlozili drugaciju hipotezu, takode na osnovu selektivnog vezivanja hloridnih jona za
miofibrilarne proteine. Prema Offer-u i Knight-u (1988), selektivno vezivanje ne izaziva
znacajno odbijanje izmedu filamenata, ali izmedu filamenata molekula miozina dolazi do
slamanja osovine filamenta. Ovaj efekat Izaziva ruSenje miofibrilarne reSetke. Ako se ne
koriste fosfati, jedinice teSkog meromiozina su i dalje vezane za filamente aktina. Offer-ovi
saradnici Knight i Parsons (1988) tvrde da se oticanje odvija putem entropijskog mehanizma,
tako Sto se slobodni laki delovi meromiozina (LMM) vezu sa aktinskim filamentima. Offer i
Knight (1988) takode navode jo$ jedan aspekt koji je blizak Hamm-ovoj hipotezi (1972). On

zapocinje istim selektivnim vezivanjem hloridnih jona na filamente miozina, kao §to je
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Hamm predstavio u svojoj hipotezi, ali tbog toga $to su strukturni proteini u mesu ¢vrsti i ne
mogu da se pokrecu, elektricne sile povlace suprotne jone (natrijumove jone) veoma blizu
povrsina filamenata, stvaraju¢i neravnomerne raspodele jona u vodenoj fazi (Puolanne i
Halonen 2010). Koncentracione razlike uspostavljene osmotskim silama (pritisak) u okviru
filamentalne resetke, povlace molekule vode u sistem. Pritisak iyayiva neograni¢eno oticanje,
ali opet, unakrsni mostovi izazivaju suprotnu silu, koju su Offer i Knight nazvali "elasti¢ni
pritisak™ (Puolanne i Halonen 2010).

U svakom slucaju, osmotski pritisak stvara neravnomernu raspodelu jona i elasti¢ni pritisak

je jednak u bilo kojem trenutku. Prema Offer-u i Knight-u (1988), osmotski pritisak je,

RT@Q/2-y,)
T=—
viq (1)
gde je
P- elasti¢ni pritisak
7 -0smotski pritisak ,

n=P —stepen bubrenja je gm

x1 - je Flory-Huggins-ova konstanta interakcije polimera s rastvaratem (y;1<1/2 za dobre
rastvarace 1 41> Y2 za slabe rastvarace), R je gasna konstanta, T je apsolutna temperatura, q je
koli¢ina oticanja, v1 je specificna zapremina rastvaraca, i Ve je broj molova umrezenih
jedinica u neotekloj zapremini vo. Vidi se da su jedino bitne promenljive konstanta
interakcije 1 1 gustina popre¢nih mostova ve. Takode, ove promenljive objasnjavaju uticaj
sadrzaja soli, unakrsnih mostova, pH i denaturiSu¢i efekat koji nastaje skracenjivanjem S1-S2
kompleksa miozina. Molekul miozina prikazan je na slici 7. Pove¢avanjem osmotske sile
(interakcije izmedu proteina i rastvora) i eliminisanjem elasticnog pritiska, remecenjem ili
smanjivanjem jacine unakrsnih mostova, dolazi do povecanja zadrZzavanja vode i obrnuto.
Sli¢ni aspekti, koji koriste razli¢ite tehnologije vide se u Hamm-ovim hipotezama. Osnovna
razlika je u tome Sto Offer i saradnici naglasavaju strukturne aspekte, dok je kod Hamm-a

(1972) teziste na elektrostatickim silama. (Puolanne i Halonen 2010).
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Slika 7. Molekul miozina (Puolanne i Halonen 2010).

2.5. 1. 3. Kapilarne sile

Na osnovu istrazivanja Offer-a i Trinick-a (Offer i Trinick 1983) Hermansson (1986) je
predlozio hipotezu kapilarnih sila. Offer i Trinick zakljucuju da bi sile povrSinskog napona u
kapilari s pre¢nikom jednakim rastojanju izmedu filamenata (interfilamental spacing), mogle
da odrze vodeni stub i do 300 m visine i1 zato se ¢ini razumnom pretpostavka da je voda
zadrzana kapilarnim silama. Uglavnom je to u prostoru izmedu filamenata u okviru
miofibrila, te je znacajan deo zadrZan u ekstracelularnom prostoru i prostoru izmedu
miofibrila. Interensantno je da se Offer ne vraca na taj zakljucak u kasnijiim radovima (osim
u odnosu na formiranje kapanja), ali sugeriS§e osmotsku hipotezu i konstantu interakcije
polimera proteina i rastvora. Zapravo, ove hipoteze su tesno povezane. (Puolanne i Halonen
2010).

Jednacina kapilarne sile je:
)
_ 2ycos®
rApg

h

gde je: h - visina do koje se te¢nost podize, y je povrSinski napon, 0 - kontaktni ugao, r je
polupre¢nik kapilare, Ap je gustina te¢nog isparenja i g je gravitaciono ubrzanje. (Puolanne i

Halonen 2010).

Kapilarne sile zahtevaju medupovrsinsku fazu gas/rastvor i vektor duz gravitacionog polja
(G), ali ovo nije od nuznog znacaja. Pod normalnim okolnostima, vazduh je jak hidrofobni

element u sistemu ako sadrzi samo nepolarne molekule, ali takode postoje 1 hidrofobne i
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hidrofilne oblasti na povr$ini proteina mesa. Iako Offer i Trinick (1983) i Hermansson (1986)
uz podrSku Tornberg-a (2005) posebno naglasavaju znac¢aj kapilarnosti za zadrzavanje vode,
ali stvarno dokazivanje hipoteza nije uradeno. Poluprecnik kapilare ¢e se smanjiti posle
uginuéa, Sto u skladu s jednac¢inom kapilarne sile treba da dovede do povecanja kapilarnih
sila 1 samim tim do povecanja kapaciteta zadrzavanja vode. Medutim, ako se filamentalna
reSetka skuplja, kapacitet zadrzavanja vode se smanjuje (Puolanne i Halonen. 2010). Ovo
naglaSava znacaj strukturnih aspekata filamentalne reSetke za zadrzavanje vode, ali iznacaj
promene povrSinskog napona. Takode je tesko definisati stvarni poluprecnik pora u mrezi
filamenata proteina. Interakcije izmedu proteina i rastvora mogu da budu vaznije

nego male promene precnika pora.

U radu Offer-a i Trinick-a (1983) je prikazano bubrenje miofibrila potpuno potopljenih u
rastvore soli, ali tesko je dovesti u vezu mehanizam zadrzavanja vode ili njegove promene, s
kapilarnim silama. Hamm (1972) je tvrdio da pri niskoj vlaznosti vazduha, kapilarni uticaji
mogu da budu beznacajni, ali na viS§im vlaznostima vazduha (kad je visoka vlaznost u mesu)
ovi uticaji viSe nisu bezznacajni. Jasno je da strukturni aspekti, kao Sto su aktomiozinski
unakrsni mostovi ili denaturacija (koja obi¢no dovodi do skrac¢enja filamenata ili unakrsnih
mostova), takode imaju uticaj na kapilarnost, §to Offer i Trinick i naglasavaju. Slobodna
energija povrSina proteina/rastvor, rastvor/ rastvor, povrSina proteina/vazduh i
rastvor/vazduh moze da doprinosi, pa kapilarne sile, koje su klasicnim putem izracunate
preko visine vodenog stuba ne moraju da budu toliko bitne. VaZenje hipoteza kapilarnih sila

tek treba da bude istrazena (Puolanne i Halonen M. 2010).

2.6. Voda u biolo§kim sistemima

Fennema (1999) je u svom revijskom radu opisao svojstva vode. Molekul vode je sam po
sebi jedinstven. Pre¢nik molekula vode koji nije vezan vodoni¢nom vezom je oko 0,32-0.33
nm, dok je molekul vode koji je vezan prec¢nika 0.27-0.28 nm (Fennema, 1999; Graziano,
2004). Molekul vode je u obliku slova V. Elektronegativni atom kiseonika privlaci elektrone
iz kovalentna veze izmedu atoma kiseonika i atoma vodonika, ostavljaju¢i svaki atom
vodonika sa delimi¢no pozitivnim naelektrisanjem, a atom kiseonika sa delimi¢no negativnim
naelektrisanjem. Dakle, molekuli vode su mali, imaju veliki dipolni momenat, sposobnost
da grade vodoni¢ne veze i imaju veoma veliku dielektri¢nu konstantu. Colins i Washabaugh

(1985) predstavili su iscrpno razmatranje Hofmeister-ovog efekta i ponasanje vode u
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medupovrsinskoj fazi. Ovi principi mogu da se primene na mrezu proteina, tj. na interakcije
proteina i vode. Oni zakljucuju da je voda u blizini izolovane medupovrsinske faze podeljena
u tri monomolekulska sloja. Oni su predlozili da rastvorene supstancije odreduju ponasanje
prvog medupovrsinskog sloja (I1), ostatak rastvora (bulk solution) odreduje ponasanje tre¢eg
medupovrsinskog sloja (I3), te da se ta dva sloja, 11 i I3 takmice za stvaranje vodoni¢nih veza
s meSovitim, prelaznim vodenim slojem (I, tranzicioni sloj). Polarni kozmotropi (stvaralac
strukture vode), uzajamno reaguje sa l; snaznije nego Sto bi reagovala slobodna voda na
njegovom mestu; kaotropi (rusioci strukture vode) u interakciji sa I3 deluju manje snazno i
nepolarni kozmotropi (stvaraoci strukture vode) uzajamno reaguju sa I3 manje snazno nego
Sto bi reagovala slobodna voda. Oni su postavili dva postulata: (i) molekul vode ce
favorizovati svoje najjace vodoni¢ne veze, a bi¢e manje povoljan za druge veze s kojima ne
moze istovremeno da ostvari maksimalne interakcije, (ii) jaka interakcija izmedu kozmotropa
i vode ¢e da prenese naelektrisanje od polarnog kosmotropa do vode. Ovo dovodi do, ne
samo do ¢vrstog vezivanja (delimi¢na nepokretljivost) I1 molekula vode, nego i do pokusaja
raspodele naelektrisanja koje je preneto iz rastvora pomocéu nekoliko molekula.
Nagomilavanjem prenetog naelektrisanja, solvatisani sloj moze da postane od 5 do 6
molekula debljine. Ovaj pristup dosta podseca na teoriju Ling-a iz 1965., koja je usvojena i
dalje razvijana od strane Hamm-a 1972 (Puolanne i Halonen M. 2010).

U osnovnoj knjizi o vodi u bioloskim sistemima (Roos, Leslie i Lillford - Edit.), Wennerstrom
je 1999 temeljno predstavio osnovne mehanizme zadrzavanja vode u bioloskom 1 koloidnom
sistemu (tj., najmanje jedna od tri dimenzije su izmedu 1 1 1000 nm). SloZenost bioloSkih
sistema je veoma dobro poznata, ali temelji zadrZzavanja vode moraju, medutim, da se
predstave koriS¢enjem vise pojednostavljenih modela. Wennerstrom (1999) predlaze sledece
modele: povrSinske sile, elektri¢ne sile dvosloja, hidrofobne interakcije i odbojne entropijske

sile (Puolanne i Halonen M. 2010).

2.6. 1. PovrSinska sila

Povrsinska sila, ili disjonizovani pritisak je sila koja je potrebna da zadrzi dva tela na stalnoj
razdvojenosti. Sila je proporcionalna povrsini i1 izraZzena kao sila po jedinici povrSine, kao 1
pritisak. Predlozeno je da sila bude tretirana termodinamicki kao derivat slobodne energije
koji moze da se podeli u dva doprinosa, entalpiju i entropiju. Takode je moguce da se ne
odnosi samo na silu izmedu dve ravne, nego i izmedu zakrivljenih povrsina. To bi se onda

moglo primeniti na npr. miofilamente.
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2.6. 2. Elektri¢na sila dvosloja

Uvek ¢e odbojnost izmedu dve povrSine imati slicno ukupno naelektrisanje. Odbojnost
izaziva neravnomernu raspodelu kontra-jona u slobodnoj vodi izmedu povrsina, §to dovodi
do osmotskog pritiska u slobodnoj vodi. Teorijske osnove se vrac¢aju na Poisson-Boltzmann-
ovu jedna¢inu (Puolanne i Halonen M. 2010). Odbijanje nastaje kad se dve povrSine
priblize, kontra-joni u slobodnoj vodi ¢e imati manje raspolozivog prostora Sto izaziva
smanjenje entropije, a time se stvara odbojna sila. Wennerstom, takode naglasava da jon-jon
interakcije teze da snize unutrasnju energiju, kad se dve povrsine priblizavaju. U koloidnom
sistemu (miofilamenti su koloidne veli¢ine), stabilnost nastaje zbog konkurencije izmedu
privlacnih van der Walsov-ih sila promovisu¢i udruzivanje i odbojnu dvoslojnu silu. To je
ukljuceno u tzv. DLVO teoriju, ali ne toliko detaljno da ta¢no opisuje ponaSanje bioloske
supstancije u fizioloSkom rastvoru ili rastvoru s veé¢im koncentracijama soli (Puolanne i
Halonen 2010). Medutim, opste je misljnje da ovi aspekti mogu da biud od vaznosti kad se
govori o ponasanju reSetke filamenata u odnosu na tehnoloske cinioce kao $to su pH

vrednosti, soli, toplota itd.

2.6.3. Hidrofobne interakcije

Hidrofobne interakcije imaju osnovnu ulogu u molekulskoj organizaciji u vodenim
sistemima. Molekulska osnova za hidrofobne interakcije je jaka povezanost molekula
slobodne vode koja izaziva iskljuc¢ivanje hidrofobnih grupa iz vode. Opseg ovog uticaja je joS
uvek pod raspravom. Medutim, kad dve hidrofobne povrSine (na primer hidrofobne oblasti
proteina ili ulja) zbog velikog odvajanja dodu u dodir, bie znac¢ajno smanjena slobodna
energija. Zakljucak je da su hidrofobni uticaji na vodu posredni, kao $to je istakao Hamm
(1972) i kasnije, npr. Collins i Washabaugh (1985), o uticaju strukture vode (Puolanne i
Halonen 2010).

2.6.4. Odbojne entropijske sile
Slobodna energija sistema AG je odredena entalpijom AH, entropijom AS i temperaturom T
(jed. 3):

AG = AH — TAS ©)
U spontanoj reakciji, slobodna energija tezi da se smanji (AG<0), a entropija poraste (AS>0).
Wennerstrom-ov (1999) postulat govori o tome da kad se dve sliéne povrSine priblize i
povrSinski molekuli po¢nu da gube svoje slobodne energije usled smanjenja broja

dozvoljenih konfiguracija, smanjenje entropije izaziva odbojne interakcije. Obi¢no postoji
40



nadoknada  smanjenja energije usled povecanja monomer-monomer dodira, ali u
ogovaraju¢em rastvaraca (povrSinski molekuli se vracaju na minimalne dodire) entropija ¢e
nadvladati entalpiju. Ovde je vidljiva sli¢nost s miozinskim i aktinskim filamentima.
Miozinski filamenti se zato ne priblizavaju, te tako molekuli miozina u vlaknu teze da se
raspadaju u slanim rastvorima (dobar rastvarac), kao rezultat entropijske sile. Offer i Knight
(1988), Millman i Nickel (1980) i Knight i Parsons (1988) su, takode razmatrali uticaje
konfiguracione entropije i elektrostaticke sile u odnosu na oticanje miofibrila pra¢enjem

oticanja filamenata miozina (Puolanne i Halonen M. 2010).

2.7. Intracelularna te¢nost

Misiéno vlakano je viSejedarna ¢elija. Priroda intracelularne vode jo$ uvek je pod raspravom.
Bilo je tvrdnji da je sli¢na slobodnoj vodi (Israelachvili & Wennerstrom, 1996), ali postojala
su i opre¢na misljenja (Puolanne i Halonen 2010). Oni su smatrali da je ¢elijska voda visoko
strukturisana 1 da njen veliki deo naruSava osmotska i pokretna svojstva; ponekad se ¢ak
mislilo da podseca na staklasto stanje (Puolanne i Halonen 2010). Viskozitet vode u ¢elijama
je dva puta veéi nego viskozitet slobodne vode. Jedan od najvaznijih radikalnih uvida potice
od Chaplin-a (2004), koji smatra da su éelije vode organizovane kao klatrati oko K jona
(Puolanne i Halonen. 2010).

2.7. 1. Uticaj soli/jona na strukturu vode: visoke i niske gustine vode

Da bi se razumeli uticaji preovladujuce jon raspodele sarkomere na zadrZavanje vode miSica,
neophodno je da se uvedu dva koncepta, visoka i niska gustina vode. Na slici 8. prikazani su
molekulski oblici vode (Moelbert et al 2004). Eksperimenti su pokazali da mali
visevalentni jon koji u€estvuje u izgradnji strukture vode, proizvodi tzv. niske gustine (LD)
vode, dok veliki jednovalentni joni koji remete strukturu, proizvode visoke gustine (HD)
vode. U vodi HD, molekuli vode se pomeraju zajedno i vodoni¢ne veze su savijene i vrlo
slabe (Puolanne i Halonen 2010). Veoma je reaktivna i ima malu viskoznost. LD voda, s
druge strane, je inertna i njena viskoznost je veca. Povecanje viskoznosti je u vezi sa
smanjenjem  aktivnosti vode (Puolanne i Halonen 2010). HD voda ima nizu tacku
smrzavanja od LD vode, $§to znac¢i da za vreme, na primer, zamrzavanja mesa, koncentracija
HD vode se povecava, a posto je HD voda visoko reaktivna, zamrzavanje treba izvrsiti §to je

brze moguée. LD voda nastaje tzv. gradenjem strukture kosmotropskim jonima.

41



Kosmotropski joni pozitivno uticu na hidrataciju, Sto znaci da kao rastvorene supstancije,
spajaju mrezu vodoni¢nih veza sa susednim molekulima vode, Sto ¢ini molekule vode manje
pokretnim i viSe strukturisanim nego S§to su molekuli u slobodnoj vodi. Na primer,
jednonovalentni katjoni Na* i H*, dvovalentni katjoni Ca** i Mg®*, dvovalentni anjoni HPO,*
i SO,%, hidrofobne aminokiseline, glukoze i neki jednonovalentni anjoni, kao OH", se
klasifikuju kao kosmotropi (Puolanne i Halonen. 2010). Oni stabiliSu mati¢ne konformacije
mnogih proteina (Der et al. 2007). Pri visokim koncentracijama, anjonski kosmotropi su
isklju¢eni iz medupovrsinske interakcije proteina i vode. Ugljovodonici u alifaticnim i
aromaticnim molekulima, kao i najveéi broj intracelularnih anjona, ukljucujuéi i1 fosfate,
sulfate, karboksilate i glutamate, spadaju u kosmotrope (Puolanne i Halonen. 2010).

Joni kaotropi (razbijaju strukturu) imaju suprotan, negativan hidratacioni uticaj, $to znaci da
su slabe vodoni¢ne veze izmedu susednih molekula vode, $to molekule vode ¢ini vise
pokretnim, a manje strukturisanim nego $to su molekuli u slobodnoj vodi, odnosno, izazivaju
visoku gustinu (HD) vode (sl. 6). Tako slobodna voda tezi da odbija kaotrope prema
interfazama (Puolanne i Halonen M. 2010). Kaotropi destabiliSsu mnoge proteine koji imaju
zatvorene mati¢ne konformacije i stabiliSu one koji imaju otvorene konformacije (Der et al
2007). Na primer, K *, CI" i Br,, veliki jednonovalentni joni NH," i C(NH3)**, kao i H.POy’,
HCO3 i HSO,4 se Klasifikuju kao kaotropi. Stabilna naelektrisanja biomolekula su jaki
kaotropi i najve¢i broj intracelularnih jednovalentnih katjona su kaotropi (Puolanne i
Halonen 2010). Ovo ukljuéuje K* i lizin, arginin i histidin. Anjonski kaotropi (npr. CI") se
akumuli$u u interfaznom sloju izmedu proteina i vode, ¢ine¢i ga vise hidrofilnim (Puolanne i
Halonen 2010). Oni takode mogu da budu adsorbovani na nepolarnim povrSinama i
interfazama, §to zna¢i da mogu da budu adsorbovani na nepolarnim stranama lanaca kao Sto
su arginin, histidin i lizin (Puolanne i Halonen 2010). Osobine kaotropa su od sustinskog
znacaja za razumevanje uticaja dodatka NaCl u meso.

Uticaj anjona na strukturisanje vode jaci je od uticaja katjona zbog asimetrije naelektrisanja u
molekulu vode. Mali, visoko hidratisani katjoni po mogucstvu akumuli$u se u HD vodi, dok
se vedi, jednovalentni katjoni akumulisu u LD vodi (Puolanne i Halonen 2010). Marcus je
2009 recenzirao metode klasifikacije jona na kozmotrope ili kaotrope ( Puolanne i Halonen
M. 2010). Jedna od najsire koris¢enih metoda (po Collins-u iz 1997.) je zasnovana na znaku
tzv. Jones-Dole B-koeficijenta viskoznosti, koji moZe da bude pozitivan za kozmotropne jone
I negativan za kaotropne jone (Puolanne i Halonen 2010). Ona opisuje interakcije jona i

vode i korelira sa povr§inom gustine naelektrisanja.  -vrednost nula oznaCava jacinu
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interakcije voda-voda. Prema Jones-Dole P-koeficijentu viskoznosti, Mg®* je veoma jak
kozmotrop (B = 0,385), Ca®" (B =0,285) i acetat, AC” (B = 0,250), nesto slabiji, dok je Na*
mnogo slabiji ( = 0,086) (Puolanne i Halonen M. 2010).). CI je, s druge strane, slab kaotrop
(B =-0.007), kao i K" (B =-0,007). Omta, Kropman, Woutersen i Bakker (2003) su, medutim,
suprotnog mis$ljenja u pogledu toga i sSmatraju da su uticaji jona na strukturu vode

zanemarljivi (Puolanne i Halonen M. 2010).

Uredena Neuredena
Struktura leda struktura vode struktura vode

Slika 8. Molekulski oblici vode (Moelbert et al 2004).

2.7.2. Uticaj proteina na strukturu vode/uticaj vode na strukturu proteina
Blizina okolnih povrSina proteina snazno uti¢e na dinamiku kretanja vode. Voda postaje
uredena blizu nekih makromolekula i1 unutar celija, a prosecno rastojanje izmedu
makromolekula moZe biti samo oko 2 nm. Voda moZe da ima izuzetno razli¢ita svojstva kao
rastvara¢ ukoliko je udaljena 2-3 nm od hidrofobne povrSine. Voda ima teznju da smanji
povrSinu nepolarnim grupama koje dovode do hidrofobne interakcije. Poreklo velikog
dometa hidrofobnih interakcija jo§ uvek nije jasano. Hidrofobna interakcija moZze da se
tumaci kao rast LD vode na hidrofobnoj povrsini (Puolanne i Halonen 2010). Pretpostavlja
se da voda organizovana u hidrofobnu strukturu takode povecava efektivne sile izmedu
naelektrisanih grupa. Hidrofobne interfaze smanjuju dielektricnu propustljivost okoline
(Puolanne i Halonen M. 2010).

Negativno naelektrisane strane lanaca aminokiselina su snazno hidratisane, a pozitivno
naelektrisane su slabo hidratisane (Collins et al 2007). Dve aminokiseline koje imaju najveci
kapacitet zadrzavanja vode su arginin i glutaminska kiselina (Puolanne i Halonen 2010).
Pretpostavilo se da jedna aminokiselina svojom jonskom stranom lanca moze da veze 4-7

molekula vode u arginin, glutaminsku kiselinu i lizin. F-actin ima i kosmotropska i
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kaotropska svojstva. PovrSina F-aktina ima dosta negativnih naelektrisanja, koja zajedno sa
svojom filamentoznom strukturom daju strukturnu osnovu za nastajanje veoma pokretljive
vode koja ima vecu pokretljivost nego slobodna voda. Poddomen 1 G-aktina je u potpunosti
dostupan vodi u F-aktin spirali. U filamentima F-aktina je primeceno da kada osmotski
pritisak proteina raste, deo vode koja se nalazi u filamentima se izbacuje, a zapremina i
pre¢nik hidratisanog filamenta opadaju (Puolanne i Halonen 2010).

Sposobnost vezivanja vode miozina je u vezi s polarnim aminokiselinama, posebno negativno
naelektrisanim ostacima arginina i glutaminske kiseline. S1 sadrzi mnoge snazno vezane
molekule vode. Procenjuje se da je taj broj vezanih molekula vode oko 2000. Osmotska
svojstva miozina-S1 su okarakterisana. Utvrdeno je da se koli¢ina veoma pokretljive vode
povecava kad filamenti aktina i miozina dodu u dodir. Postoje neke naznake da gradenje
unakrsnih mostova u stanju rigora remeti vezivanje strukturne vode filamenata miozina i
aktina u miSiénim vlaknima (Yamada 1998). Uticaj osmotskog pritiska na hidrataciju
aktomiozina je proucavan i procenjuje se da se oko 2500 molekula vode otpusta kada se
glava miozina vezuje za filament aktina (Puolanne i Halonen 2010).

Molekuli vode mogu da produ kroz c¢elijski zid, bilo difuzijom kroz fosfolipidne dvoslojne
membrane ili preko akvapora (AQP) - kanala kroz koje voda prolazi kroz proteinsku ¢elijsku
membranu $to omogucava brZzi transport vode kroz ¢elijske membrane. AQP4 je pronaden u
skeletnim miSi¢ima, posebno u misi¢ima koji se brzo grée i prolaze kroz brze promene
zapremine usled miSi¢ne kontrakcije. Medutim, predlozeno je da AQP4 ne izgleda kao da
ima vaznu ulogu u fiziologiji misi¢a (Puolanne i Halonen 2010). Postoji inverzija polariteta
Celijske membrane post mortem, koja oslobada ekstracelularne jone u sarkoplazmu i

sarkolema se kida i curi (Puolanne i Halonen 2010).

44



2.8 . Uticaj raspodele jona na sistem miSi¢nih proteina i njihovo zadrZavanje vode

2.8 1. Hofmeister-ova serija

Hofmeister-ova serija ima uticaj na raspodelu jona u filamentima aktina i miozina, na njihovu
stabilnost i zadrzavanje vode. Hofmeister je dao svoju ¢uvenu seriju (Hofmeister / liotropik
serija) 1880., kad je pri ispitivanju uticaja jona na proteine, primetio da su neki joni imali
snazniju Karakteristike isoljavanja od drugih (Puolanne i Halonen 2010). Serija moze da se
koristi da bi se doneli zaklju¢ci o stabilnost proteina. Na primer, redosled efikasnosti u
stabilizaciji proteina je PO, > SO,2 > CH;COO > CI'> Br > NOs; > I za anjone i
(CH3)sN" > NH,” > K" >Na" > Mg > Ca" za katjone (Zhao, 2005). Prema tome,
optimalna stabilizacija bioloSkih makromolekula se dobija koriS¢enjem soli koja se sastoji od
kozmotropskih anjona i kaotropskih katjona. Hofmeister-ovi efekti su demonstrirani brojnim
tehnikama (Colins 2007). Iznenadujuce, ova serija, iako priznata od strane naucnika, je bila
skoro zaboravljena, ali je doSla do izrazaja u poslednje vreme. Ovoj seriji nedostaje teorijsko
objasnjenje: zasto razli¢iti joni reaguju drugacije s proteinima? Colins je ponovo objasnio
"Zakonom uskladjivanja afiniteta vode "(Collins, 2007, Puolanne i Halonen. 2010).

Uticaj jona na proteine prati Hofmeister-ova serija: proteini se stabiliSu snaznim kaotropskim
katjonima i kosmotropskim anjonima, a destabilisu kosmotropskim katjonima i kaotropskim
anjonima (Zhao 2005). Efikasnost anjona i katjona da promovisu kapacitet zadrzavanja vode
takode sledi iz Hofmeister-ove serije. Posle toga, predloZeno je da NaCl ima funkcije da
razara strukturu sastojaka proteina. Prema rezultatima NMR, dodavanje soli u meso izaziva
to da viSe vode bude ¢vrsto vezano za miofibrilarni matriks dok ostatak vode postaje manje
¢vrsto vezan (Bertram et al. 2002).

Efikasnost jona u strukturi vode moze takode da se izvede iz Hofmeister-ove serije. Joni se
akumuliraju oko naelektrisanog filamenta, tako da se voda dovodi u ravnotezu povecavanjem
njene gustine, §to izaziva proizvodnju HD vode oko naelektrisanog filamenta, a smanjenjem
gustine vode dolazi do proizvodnje LD vode, oko oblasti hidrofobnih filamenata / izmedu
filamenta (Puolanne i Halonen 2010). Hofmeister-ove soli menjaju svojstva izmedu interfaze
protein / voda, tako da ih kozmotropi ¢ine vise hidrofobnim, a kaotropi vise hidrofilnim (Der
et al., 2007). Prema eksperimentima, anjoni imaju odlucuju¢i uticaj. Kaotropi destabilisu
mnoge proteine, dok ih kozmotropi stabilisSu. Kozmotropi povecavaju, a kaotropi smanjuju
medupovrsinski napon izmedu proteina i vode, pri visokim koncentracijama soli (Der et al
2007, Puolanne i Halonen M. 2010). Anjonski kozmotropi su iskljuéeni iz interfaze pri

visokim koncentracijama, dok anjonski kaotropi imaju suprotnu teznju, posebno kad katjon
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moze da pristupi povrSini, S$to je u saglasnosti sa svojstvima strukturisanja vode
kosmotropskim anjonima i sa svojstvima razbijanja strukture vode pomocéu kaotropskih
anjona. Slabo-hidratisani joni, kao $to su Cl" i K, biée adsorbovani na nepolarne povrsine i
intefaze ako su viSe izrazene voda-voda veze nego slabije veze sa kaotropima (Collins et al
2007, Puolanne i Halonen 2010). Vredi napomenuti da uticaj jona na aktivnost i stabilnost
enzima moze da se objasni Hofmeister-ovom serijom (Zhao, 2005). Njih stabilisu kaotropski
katjoni i kozmotropski anjoni, a destabilisu kozmotropski katjoni i kaotropski anjoni.

Skoro svi Hofmeister-ovi joni isoljavaju nepolarne grupe, a isoljavaju i peptidne grupe.
Osnovni mehanizmi koji stoje iza ovih suprotnih uticaja jo§ uvek su sporni. Koeficijent
isoljavanja se povecava ako raste broj atoma ugljenika u alifaticnoj strani lanca

aminokiselina, jer se hidrofobnost povecava u skladu s tim (Puolanne i Halonen M. 2010).

2.8 2. Zakon uskladivanja afiniteta vode

Kao $to je ve¢ pomenuto, miSi¢no vlakno je visejedarna celija. Prema Ling-ovoj hipotezi
udruzivanja-indukcije, intracelularni K* je adsorbovan na B i y — karboksilne grupe ¢elijskih
proteina, odnosno na ostatke arginina (pKr = 4.1) i glutaminske kiseline (pKr = 3.9). Tako
K" neée biti slobodan i ima¢e manji uticaj na osmotske aktivnosti ¢elije. Ling tvrdi da se K*
nalazi u A-segmentu i Z-liniji (Puolanne i Halonen 2010). PredloZeno je da K* ima veéi
afinitet nego Na* ka negativno naelektrisanoj polimernoj povrsini éelije, jer vise energije bi
bilo potrebno da se uklone slojevi hidratacije Na* koji ima veéi hidratisani pre¢nika od K*
(Puolanne i Halonen 2010). S druge strane, prema Chaplin-u (2004), Na" joni teze da se
vezu za slabije karboksilne grupe (pKa < 4.5), dok se K* jon radije vezuje za jade kiseline
(pKa < 3.5). Postoji dokaz da zapravo Na® ima jaci afinitet prema povrsini proteina od K*
jona zbog lokalnih uparivanja Na* jona s negativno naelektrisanim karboksilnim grupama u
lance arginina i glutaminske kiseline (Pollack 2003, Puolanne i Halonen 2010).
Karboksilnim grupama pripadaju preovladujuci anjoni bioloskih sistema i oni su poznati kao
kosmotropski. Pored ove jon-jon interakcije postoji slabija jon-dipol interakcija izmedu Na®
jona i proteina osnovnog lanca (uglavnom amid karbonilna grupa), a ¢ak postoji i slabiji
doprinos s druge strane lanca.

Jos$ jedan zakljucak moze da se izvede koriS¢enjem 'Zakona uskladivanja afiniteta vode' koji
kvalitativno objasnjava Hofmeister-ove serije (Collins et al. 2007). Prema Collins-u,
pozitivni i negativni joni koji se poklapaju u veli¢ini i imaju jednake oblike naelektrisanja

Cine jonske parove. U Hofmeister-ovoj seriji, joni su rasporedeni u skladu sa svojom
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gustinom povrsinskog naelektrisanja koja korelira sa svojim afinitetom vode (Puolanne i
Halonen 2010). Ako protein sadrzi kosmotropsku stranu lanca koja nosi naelektrisanje,
pozeljno je da je jonski par u obliku suprotnog naelektrisanja s drugim kosmotropom. Isto bi
vazilo i za kaotropsku stranu lanca proteina i kaotropske jone u rastvoru: sli¢no voli sli¢no.
Glavni intracelularni anjoni (fosfati, sulfati, karboksilati, karbonati) su kosmotropski dok su
glavni katjoni (K*, lizin, arginin, histidin) kaotropni. Na* se poklapa, na primer, s
karboksilatima. Collins je rangirao jaine interakcija u vodenom rastvoru soli u slede¢im
opadajué¢em redosledu: dva kozmotropa > kozmotropi i vode > dva molekula vode > kaotropi
i vode > dva kaotropa (Collins et al. 2007). Jon-uparivanje utie na aktivnost elektrolita, kao i
na osmotski pritisak rastvora. U odeljku 8.4 je pokazano kako 'Zakon uskladivanja afiniteta
vode' moze da se primeni prilikom objasnjavanja uticaja dodavanja NaCl na filamente aktina
I miozina (Puolanne i Halonen 2010).

Interakcija izmedu jona 1 proteina zavisi ne samo od toga koji su joni i proteini u pitanju, vec¢
i od pH i temperature, $to ¢ini celokupni sistem prilicno sloZzenim. Treba napomenuti da
postoje suprotna misljenja u vezi sa "Zakonom uskladivanja afiniteta vode' koja naglasavaju
ulogu hidratacije vode. Prema tom misljenju, zakon ne uzima u obzir mogucnost zajedni¢kog
rastvaraca para jona, umesto dodira izmedu jonskog para koji gradi sa anjonima slabe

karboksilne kiseline (Puolanne i Halonen 2010).

2.8.3. Pre- i post-mortem sarkomerne jonske vrste i jonske jacine

Prilikom razmatranja mesa, koncentracija jona se obi¢no daje u odnosu na njihovo mesto u
misi¢ima, odnosno, bilo unutar ili van miSi¢nih vlakana (intra ili ekstracelularni). Medutim,
znajuéi da intracelularna koncentracija ne mora da daje precizne jonske jacine unutar
sarkomere , ostaje pitanje koja je jonska jacina za koju postoji najveci interes. S druge strane,
jonska jacina je neposredno povezana sa elektrostatickim uticajem, gde se pojavljuju slobodni
joni u rastvoru i tako smanjuju jacinu elektrostatickih interakcija izmedu naelektrisanih
povrsina (skrinig efekat). Kad se koncentracija slobodnih jona poveéava i ovaj uticaj se
povecava. Ovde se re¢ slobodan mora naglasiti, poSto joni upareni s vlaknima proteina ne
ucestvuju u jonskoj jacini 1 ne uticu na skrining efekat.

Pored razlikovanja ekstra i intracelularne koncentracije u miSi¢ima i intra i ekstra-
koncentracije sarkomere u miSi¢nim vlakanima, druga podela bi trebalo da bude napravljena
na osnovu jonske koncentracije i jonske jacine. Pre mortem jonska jacina (fizioloska jonska

jacina) intracelularne tecnosti obi¢no zauzima 0.15 M, a vrednost se izraCunava, na primer,
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po Alberts-u i Ganong-u, dok je post-mortem jonska ja¢ina procenjena na 0,19 M - 0,26 M
(Puolanne i Halonen 2010). Pitanje je, koliko su pouzdane ove vrednosti. One mogu biti
izraCunate ili na osnovu pojedinacnih jonskih koncentracija, merenih in vitro ili dobijene na
osnovu tacke mrznjenja celog misi¢a na odgovaraju¢em osmotskom pritisku. Medutim, bilo
bi neophodno da se znaju prave jonske jacine unutar sarkomere.

Zbog stabilnog negativnog naelektrisanja u miofilamentima, katjoni su koncentrisani, a
rastvorljivi anjoni su u velikoj meri iskljueni iz miofibrila. Znatno viSe negativnog
potencijala je pronadeno u A-segmentu nego u I-segmentu u rastvorima bez ATP-a, a
uniformna raspodela naelektrisanja je nadena u rastvorima koji sadrze ATP. S druge strane,
prema drugoj studiji, negativni potencijal je najnizi u I-segmentu, srednji u A-segmentu, a
najve¢i u Z-disku, §to moze da se tumaci time Sto I-segment ima najvecu koncentraciju
anjona Kkoji su sposobni da difunduju i najnizu koncentraciju katjona koji su sposobni da
difunduju (Puolanne i Halonen 2010).

Jedna od glavnih razlika izmedu pre-i post-mortem jonske koncentracije u misi¢ima je u vezi
s Na* jonima. U pre-rigor-u sadrzaj natrijuma je 0,142 M i 0,01 M u ekstracelularnom i
intracelularnom prostoru, kako su nasli Aberle, Forrest, Gerrard, i Mills 2001 (Puolanne i
Halonen 2010). Od rigora, pa nadalje, ATP voden Na / K pumpom prestaje i koncentracije ¢e
teziti da se izjednace, $to je dovelo do toga da intracelularna koncentracija Na* iznosi 0.027
M. (Offer i Knight, 1988). Na" joni su prakti¢no iskljuéeni iz zivih mi§iénih vlakana, da bi se
sprecilo talozenje soli unutar ¢elija (kao Sto je predlozeno Hofmeister-ovom serijom). Kao $to
je pomenuto ranije, glavni intracelularni anjoni su kosmotropski, kao $to to definise "sli¢no
voli sli¢no", i "Zakon uskladivanja afiniteta vode". Dakle, K* je preovladujuéi intracelularni
katjon (koncentracija oko 0.15 M). Intracelularni Ca®* ima koncentraciju oko 4 x 107? - 10™
puta nizu od ekstracelularne koncentracije, koja je sama po sebi prilicno niska (oko 0.0025
M), a intracelularni Mg** je veoma slozen sa ATP-om i drugim anjonima. S druge strane,
koncentracija intracelularnog CI” jona je niska (oko 0.003 M), jer se takmici sa DNK za
pozitivno naelektrisana vezujuc¢a mesta proteina (Collins 2007).

Posle uginuéa vlakana, deSavaju se promene u jon propustljivosti sarkoleme (Puolanne i
Halonen 2010). Kad vlakno ulazi u stanje rigora, polupropustljivost sarkoleme pocinje da
nestaje. Tako da ¢e Na*, Cl i Ca** joni biti u mogucnosti da difunduju u sarkoplazmu.
Medutim, ¢ak i iako su ekstracelularne koncentracije Na* i CI" prili¢no visoke (oko 0,15 M
za Na* i 0,1 M za CI") ekstracelularna zapremina migi¢a iznosi samo oko jedne desetine

ukupne zapremine misica, tako da ¢e njihova koncentracija biti znatno razredena u misi¢nim
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vlaknima. Jo$ uvek nije poznato da li svi joni koji ulaze u sarkoplazmu difunduju u
sarkomere. F-actin je okruzen oblakom kontra-jona, koji se u fizioloSkim uslovima sastoji
uglavnom od K jona (Gartzke & Lange, 2002, Puolanne i Halonen 2010). Medutim, kad
Na* difunduje kroz sarkomeru, verovatno postoji konkurencija izmedu K* i Na* kontra-jona
koji okruzuju F-aktin. Takode je sugerisano da supstancije malih molekulskih masa, posebno
neorganski elektroliti bivaju adsorbovani na razli¢ite makromolekule u stanju pre-rigora
misic¢a, ¢ime se smanjuje osmotska aktivnost (Puolanne i Halonen 2010). Sve u svemu,
veoma malo se zna o ponaSanju jona u mesu post mortem. Ipak, Millman (1998) je tvrdio da
jonska jacina utie na filamentalnu reSetku viSe od elektrostaticke sile ili naelektrisanja

filamenata (Puolanne i Halonen 2010).

2.8.4. Dodavanje soli

U eksperimentima, naucnici ¢esto pokuSavaju da imitiraju fizioloske uslove jonske jacine,
koji su procenjene na oko 0,15 M. Ova jonska jacina se postize dodavanjem ili NaCl ili KCl
(Collins et al 2007). Kad se meso konzervise sa NaCl, NaCl moze delimi¢no biti zamenjen
KCI jer je NaCl Stetan po zdravlje. NaCl, medutim, ponaSa se veoma razli¢ito u odnosu na
KCl, s$to je Cinjenica koja se Cesto potpuno zanemaruje. NaCl se sastoji od kosmotropskog
katjona i kaotropnog anjona, dok su kod KCI, i katjon i anjon kaotropni. Tako, u skladu sa
»Zakonom uskladivanja afiniteta vode", ove dve soli uti€u na Celijske strukture proteina na
sasvim drugaciji nacin.

Soljenjem mesa dolazi do porasta jonske jac¢ine post-mortem. So difunduje kroz ultrastrukturu
mesa 1 na kraju dospeva do sarkomere. Pitanje je koliko to utiCe na preovladujucu jonsku
jacinu unutar sarkomere? Ako je najveci broj jona soli u obliku jonskih parova s razliitim
grupama proteina, uticaj bi mogao biti zanemarljiv. Vezivanje jona smanjuje osmotski
pritisak i takode ima uticaj na pH vrednost. Miozin i aktin se klasifikuju kao u soli rastvorljivi
proteini, medutim, njihove karakteristike rastvorljivosti su veoma razli¢ite. Kad je jonska
jaCina slanih rastvora iznad 0.25M, debela vlakna pocinju progresivno da se ugraduju u
molekule miozina. Na visokim koncentracijama (npr. 0.6M KCI), so rastvara vlakno miozina.
Topljenje proteina povecava viskoznost intracelularne vode. Medutim, vlakno aktina se ne
rastvara, ¢ak i na 2.7 M NaCl (~ 13% rastvor) ni pri koncentraciji KCIl-a na sobnoj
temperaturi, dok je na 0 ° C, koncentracija KCl od 0.3 - 0.7 M uzrok delimi¢ne
depolimerizacije aktina (Puolanne i Halonen 2010). Ovo podrzava tvrdnju Offera-a i Trinick-

a (Puolanne i Halonen 2010) koja ukazuje na to da dodavanje NaCl-a izaziva
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depolimerizaciju debelih filamenata do molekula miozina, ali oni zadrzavaju svoje unakrsne
mostove vezane za filamente aktina koji se ne depolimerizuje.

Povecane jonske jaCine smanjuju interakcije izmedu aktina i miozina, u opustenim, aktivnim i
ukocenim misi¢ima. U sarkomeri, uoc¢eno je da so ekstrahuje u A- i Z- segmente, $to izaziva
bubrenje I-segmenta i pucanje strukture M-linije. Kao $to je predlozio Hamm (1972) nasuprot
Offer-u i Knight-u (1988), povecanje elektrostatiCkog odbijanja izmedu miofilamenta, Siri
razmak izmedu resetkii i smanjuje intermiofibrilarni prostor (Puolanne i Halonen 2010).

Kad su mali komadi mesa uronjeni u koncentrovane NaCl rastvore, postoji inicijalno
skupljanje koje prati bubrenje ograni¢eno endomizijumom. Na miofibrilarnom nivou,
najvece bubrenje je pri koncentraciji oko 1 M NaCl (5,8%). Hamm je (1960) primetio da
NaCl izaziva oticanje miofibrila ali natrijum-acetat ga ne izaziva. Tako je Hamm (1972)
zaklju¢io da se CI” joni u veéem stepenu nego Na® joni vezuju za miofibrile i indukuju
oticanje. Na-acetat povecava sposobnost vezivanja vode manje nego NaCl, jer se acetat
anjoni vezuju za proteine miSica u sustini mnogo slabije nego C1” joni (Puolanne i Halonen
2010).

N-terminalni F-actin je veoma negativan i privlaci katjone Kao $to je pomenuto ranije, F-
actin je okruzen oblakom kontra-jona koji se u fizioloskim uslovima uglavnom sastoji od K*
jona. Katjoni mogu da se kre¢u paralelno u odnosu na osu F-aktina, ali ne pod pravim uglom.
Kao negativno naelektrisan F-aktin se kompenzuju oblakom kontra-jona (counter-ion cloud) ,
a slobodni anjoni su u velikoj meri iskljueni. Dvovalentni joni (npr. Ca2+) vezuju se
&vriée za F-aktin od jednovalentnih jona. Ca®* se vezuje za I-segment).

Mesna industrija bi mogla biti zainteresovana za manipulisanje misi¢nim vlakanima pomocu
razli¢itih soli. Vazno je da se ne smatra samo da F-actin i filamenti miozina imaju ukupno
negativno naelektrisanje ve¢ da se ono prostire dublje u njithov aminokiselinski sastav kako bi
se razumeo uticaj dodavanja soli na miofibrile. Prema Hofmeister-ovoj seriji, optimalna
stabilizacija bioloskih makromolekula moze da se postigne korisS¢enjem soli koja se sastoji od
kosmotropskih anjona i kaotropskih katjona. NaCl, se naprotiv, sastoji od kosmotropskih
katjona 1 kaotropskih anjona. Na fizioloskoj pH vrednosti, povecanje jonske jaCine ostavlja
naelektrisanje tankog filamenta prakticno netaknuto, dok kod debelih filamenata
naelektrisanje se povecava naglo ka visim negativnim vrednostima (Puolanne i Halonen
2010). PredloZen je slede¢i mehanizam za dodavanje NaCl u meso. Prema ,,.Zakonu
uskladivanja afiniteta vode®, Na® jon gradi jonski par s negativno naelektrisanim

karboksilatima arginina i glutaminske kiseline u filamentu miozina. Ukoliko se grade jonski
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parovi izmedu njih, Na* jon neutraliSe negativno naelektrisanje karboksilata. Neki od Na®
jona moze da bude u dipol-jon interakciji s karbonilnim grupama proteina iz osnovnog lanca.
Pored toga, oni ¢ine oblak kontra - jona oko dvostrukog heliksa negativno naelektrisanog
monomera F-aktina, ¢ime se zamenjuje fiziologki oblak K™ jona. Na* joni grade strukturu,
dok K* joni razgraduju strukturu. Nagomilavanje Na*-jona oko F-aktina bi na taj nadin moglo
da poveca koli¢inu LD vode.

Predlozeno je da Cl jon bude vezan za miofilamente c¢ine¢i ih uglavnom negativno
naelektrisanim, $to dovodi do odbijanja molekula miozina, bubrenja filamenata miozina i,
shodno tome, celog miofibrila. Takode je predloZzeno da se CI joni otpustaju kad dobiju
dovoljno toplotne energije, jer tada slabe veze soli, ¢ime dolazi do oticanja. S obzirom na to
da je filament miozina sagraden od molekula miozina, rep miozina (laki meromiozin) ima
mnogo pozitivno naelektrisanih strana lanca koje bi, u principu, mogle biti napadnute od
strane CI" jona, a takode i mnogo negativno naelektrisanih aminokiselina koje bi mogao da
privu¢e Na" jon. CI” je mali, slabo-hidratisani kaotrop i lako gradi parove jona s pozitivno
naelektrisanim kaotropnim grupama proteina, kao i s pozitivno naelektrisanim arginin,
histidin, 1 lizin ostacima filamenta miozina (Collins 2007., Puolanne i Halonen 2010). Pored
toga, posto kaotropi odbijaju vodu, anjonski kaotropi ¢e biti adsorbovani na nepolarnim
povrsinama, pa je predlozeno da se Cl” joni adsorbuju na hidrofobne aminokiselinske lance
(leucin, valin 1 alanin) na spoljaSnjoj povrSini filamenta miozina, na nepolarne strane lanca
arginina, histidina i lizina, ili s obzirom na to da je vlakno miozina verovatno Suplje, takode 1
na hidrofobna jezgra i na unutrasnju povrsinu. Tako, bi Na® mogao da stupi u interakciju i s
filamentima aktina i sa filamentima miozina, dok bi se efekat CI" odnosio samo na vlakna
miozina. Ukupni rezultat moze da bude povefanje negativnog neto naelektrisanja za
filamente miozina. NaCl, povecava rastvorljivost proteina mesa, $to zna¢i da smanjuje
interakcije izmedu dva proteina (Puolanne i Halonen 2010). NaCl, rastvara filamenate
miozina, Sto moze da izazove adsorpciju Cl-jona na hidrofobne lance aminokiselina
filamenta miozina. CI" se klasifikuje kao anjonski kaotrop i, kao $to je pomenuto, kaotropi
teze da ucine medufaznu povrsinu proteina i vode vise hidrofilnom, $to bi moglo da dovede
do raspada. Raspad filamenta miozina ¢e izloziti hidrofobne aminokiseline od jezgra vlakna
miozina vodi, §to bi moglo da uslovljava rast koli¢ine LD vode. Istovremeno, kako se vlakno
razlaze do odgovarajuc¢ih molekula, povrs§ina se povecava (Puolanne i Halonen 2010). S
druge strane, nagomilavanje Na* jona u okolini F-aktina ¢ini medupovrsinu F-aktina i vode

vise hidrofobnom i tako dolazi do daljeg povecanja koli¢ine LD vode.
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Osmotski model predloZen od strane Offer-a i Knight-a (Offer i Knight 1988) - elektri¢ne sile
privlaée Na* jone veoma blizu povrsine filamenta i izazivaju osmotske sile. Sama vlakna nisu
naznacena u njihovom modelu. Medutim, dodir jona ¢e nastati putem karboksilata ako je u
pitanju vlakno miozina, §to nece uticati na osmozu. Ako je u pitanju filament aktina, koji ¢e
biti okruzen oblakom Na* jona, Donnan-osmotski efekat bi mogao da igra ulogu (Puolanne i
Halonen 2010).

2.8.5. Povrsinske sile

Izgleda da postoji naznaka da povrSinske sile igraju ulogu u misi¢nom sistemu koloidnih
proteina. Da bi se dala gruba procena povrsine proteina koja je u interakciji sa sarkoplazmom
misi¢nog vlakna, mogu da se koriste sledeci proracuni. Prva pretpostavka je da su filamenti
glatki cilindari, iako u stvarnosti nisu. Prakti¢an alat za izracunavanje oblasti povrSina
dostupnih za vodu (ASA) za miofilamente ne postoji, jer dostupnim programi su samo za
proteinske molekule poznatih sastava, a ne za proteinske agregate. Takode, po¢etne vrednosti
su ispod proseka, i one znatno variraju u prakticnim uslovima.

Ako je razmak u reSetki d (stanje rigora, pH vrednost 5,6) (Puolanne i Halonen 2010)
37.5 nm, to ¢e dati povriine jedinica éelije od 1,2 x 10° nm?. Pod pretpostavkom da je
miofibrilarni obim od 1 dm 3 (oko 1 kg) 70% miSica, a sarkomera duzine 2,5 pm, bic¢e 2,3 X
10" jedinica ¢elija sarkomere ukupno. U svakoj jedinici Celije postoji jedno vlakno miozina.
Dakle, posto je odnos aktin:miozin 4:1, broj filamenata aktina u 1 kg miSi¢a je 9.2 X 10",
Koriste¢i vakno miozina dimenzije 16 * 1600 n/m sa 600 puta 4 x 7 x 17 nm, S1 jedinica /
vlakno, a za aktin 6 x 1000 nm, ukupne povrsine filamenata aktina i miozina bi bile reda
veli¢ine 102 000 m?, od kojih su samo S1 jedinice miozina velitine oko 66.000 m® Cini se
da, kad se raspravlja o zadrzavanju vode u mesu, uticaji S1 jedinice su potcenjeni u odnosu
na osovinu miozina i vlakno aktina. Mora da se posebno ima u vidu da je njihova
izoelektri¢na tacka oko 6,5 odnosno da su pozitivno naelektrisani u normalnom opsegu pH
vrednosti mesa.

Treba naglasiti da je ovo pojednostavljeno, poSto nije poznato §ta je efikasna povrSina
filamenta dostupna za vodu. Pored toga, podrucje Z-linije, ostali citoskeletni proteini, vlakna
ili komponente vlakana (kao $to su S2 jedinice) nisu procenjeni. Ako se zrnasta struktura
vlakana na koloidnom nivou, ili ¢ak struktura ras¢lanjena do atoma, uzme u obzir, procenjuje
se da je oblast povriine dostupne za vodu mnogo veca. Sta god da je zapravo ova oblast, ona

mora biti veoma velika (Puolanne i Halonen 2010).
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Povrdinski napon izmedu faza &iste vode i vazduha je 73 mJ/m’ U neobjavljenom
eksperimentu, Starr-a i Offer-a (Puolanne i Halonen 2010) pokazano je da povrSinski napon
izmedu faza kapanja vode i vazduha je 33 mJ/m?. Nema podataka o povrSinskom naponu
izmedu sarkoplazme i miofilamenata, ali on mora da bude nizi od prethodnih vrednosti.
Dakle, promena slobodne energije, reda veli¢ine mJ/m? izazvana je dodatkom soli,
promenom pH vrednosti, denaturacijom itd i moZe da se koristi kao pokazatelj promene u
zadrzavanju vode. Na primer, jedna jedinica pH promene, odnosno protona od 107 do 10° M
(u stvari iznos protona je 50 mmol/kg, zbog kapaciteta puferovanja), ili 20 g NaCl je u
interakciji s medupovr§inom sarkoplazme (recimo, od 102000 m?), i izaziva dramati¢ne
promene zapremine miofibrila. Offer i Trinick (1983) su pokazali da filament miozina
nabubri, a da se jedinice lakog meromiozina otpustaju sa osovine debelih filamenata, Sto
uveliko povecava dostupne povrSine proteina. Ipak, prema Offer-u i Trinick-u (1983),
molekuli miozina su i dalje vezani za filamente aktina, pa se sistem u toj fazi mozda moze
smatrati, tzv. sudarom polielektrolita (Puolanne i Halonen 2010). Bilo bi korisno proucavati
povrsinske napone miofibrilarnih slobodnih rastvora razlic¢itih pH, soli i1 sastojaka soli,
temperature, itd, pa da se pokusa da se povezu ovi podaci s podacima povrsine proteina. Na
kraju, malo je opisano u literaturi o kaotropskom / kosmotropskom uticaju pH na razlicite
jone i parove jona u odnosu na sisteme miSiénih proteina i njithove promene tokom
proizvodnje. MiSi¢ni proteini takode imaju ulogu u strukturisanju vode. S1 jedinice razlicitih
molekula miozina su oko 10 nm udaljene, $to znaci da postoji veoma gusta mreza, normalna
na miofibrilarnu osu u sarkomeri. Izoelektri¢na tacka izolovanih S1 jedinica je 6.5, a samim
tim S1 jedinice mogu da nose pozitivnija lokalna naelektrisanja od drugih delova vlakna u
mesu ove pH vrednosti. Ovo svojstvo moze da poveéa afinitet hloridnih jona prema S1
jedinicama, koje mogu biti deo objaSnjenja uticaja hloridnih jona na vezivanja vode
(Puolanne i Halonen 2010) . Wennerstrom (1999) takode razmatra hidrofobne efekte kad se
dve hidrofobne povrsine nadu zajedno. Prema Wennerstrom-u, hidrofobne sile, nisu toliko
bitne, ali energija dolazi iz povecanja elektrostaticke kohezije molekula vode, kad su
hidrofobni materijali udruzeni. Pored toga, treba imati na umu da su miofibrilarni sistem 1
gelovi sagradeni od rastvorljivih proteina triodimenzioni. U miofibrilu, udaljenost izmedu
vlakna miozina i vlakna aktina je manja od duZine stotinu molekula vode. Ima, takode,
popre¢nih mostova (npr. Z-linije, aktomiozin mostovi, srednja vlakna, itd) koji povecavaju
poroznost sistema. Ovo stvara dodatni problem, jer povrSinske sile obja$njavaju interakciju

izmedu rastvora (vode) 1 proteina, ali ne objaSnjavaju zadrzavanja najveéeg dela vode. Ako
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je, na primer, jedno vlakno miozina uronjeno u rastvor, ne moze da se govori o zadrzavanju
vode. Strukturni aspekti takode moraju da se uzmu u razmatranje. PredloZzeno je da vise
paznje treba posvetiti popre¢nim uticajima S1 + S2 jedinice, pored uobicajenog razmatranja

koje se bavi odnosom miozinska osovina — aktin filament (Puolanne i Halonen 2010).

2.9. Struktura i raspodela vode u miSi¢énom tkivu in vivo

Misiéno tkivo sadrzi oko 75% vode. Ostale znacajne komponente ukljucuju proteine (oko
20%), lipide (oko 5%), ugljene hidrate (oko 1%) vitamine i minerale (oko 1% iz analize
pepela). Najve¢i deo miofibrilarne vode, oko 85% se nalazi unutar guste miofibrilarne
proetineske mreze (intramiofibrilarno), dok se 15% nalazi izvan ove mreze. Sa anatomskog
gledista voda u miSi¢énom tkivu je rasprostranjena u intrafibrilarnoj i ekstrafibrilarnoj mrezi.
Voda u intrafibrilarnoj mrezi je smestena u miofibrilarnom prostoru izmedu debelih i tankih
vlakana (filamenata)

Voda u ekstrafibrilarnom prostoru nalazi se :

-u sarkoplazmi, u prostoru izmedu miofibrila (intermiofibrilarno)

- u prostoru izmedu miSi¢nih vlakana i u interfacikularnom prostoru

-u ekstrafascikularnom prostoru (Pearce et all 2011).

Mesto i raspodela vode u anatomskim delovima misi¢a prikazana je na Slici 9.

Misic Tetiva.
Epinuzium >
. Fascikulus
Interfascikulama voda 2
Endomizium
tequectu viakana)
A \ -~
Intermuofibrlama voda :
Sarkolema
Sagkoplazima \\
\ /'
\ Permisium Ekstrafascikulama voda

\

\
\\. Misicno viakno
Intramiofibrilama voda Nukleus

Slika 9. Raspodela vode u anatomskim delovima misica (Pearce et all 2011)
Sa biofizickog gledista miofibrilarna voda moze da se podeli u tri osnovne grupe i to:

1) voda vezana za protein preko proteinskih hidrofilnih grupa-¢vrsto vezana voda,
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2) zarobljena ili nepokretna, imobilizovana voda, karakterise je manje uredena struktura (s
obzirom na elektrostatska privlacenja),

3) slobodna voda koju odrzavaju kapilarne sile i ¢ija je molekulska orijentacija potpuno
nzavisna od elektrostatskog privla¢enja (Puolanne i Halonen M. 2010).

2.9.1. Voda vezana za protein

Glavna odlika vode vezane za protein je veoma smanjena pokretljivost, sto dovodi do njene
nepokretnosti, zbog ¢vrstine veze, ¢ak i pri upotrebi jakih mehanickih ili fizickih sila kao sto
su zamrzavanje ili grejanje (Fennema,1985). Vezana voda predstavlja veoma mali deo
ukupne vode prisutne u celiji misi¢a i ¢ini oko 0.5g vode po gramu proteina. Ukupna
koncentracija proteina u misi¢u ¢ini 200mg/g. Prema tome vezanu vodu ¢ini manje od 1/10
ukupne vode misi¢a. Koli¢ina vezane vode se gotovo ne menja ili je njena promena veoma
mala u post-rigor misicu (Huff-Lonergan i Lonergan 2005). Vezana voda se neprekidno
razmenjuje sa okolnim molekulima vode ukljucujuci i nepokretnu vodu. (Huff-Lonergan &
Lonergan, 2005; Offer i Trinick, 1983).

2.9.2. Nepokretna voda

Ukupno 85% sadrzaja vode u miofibrilama cini nepokretna, imobilizovana voda. Nalazi se u
debelim filamentima i izmedu debelih i tankih miofibrila. Imobilizirana voda je posredno
preko medudejsava s ¢rsto vezanom vodom u vezi s proteinom (ili drugim makromolekulima)
pomoc¢u prostornih (sternih) efekata i/ili pomoc¢u vodoni¢nih mostova (Huff-Lonergan i
Lonergan, 2005, Pearce et all 2011). Nepokretna voda se nalazi u strukturnim elementima
misica, ali nije vezana za sam protein. U ranom post mortem periodu nepokretna voda ne
otice slobodno iz tkiva, ali moze da se otkloni susenjem i lako se pretvara u led pri
smrzavanju. Nepokretna voda je znacajna u rigor procesu i konverziji misi¢a u meso. Usled
strukturnih promena misi¢a i snizavanjem pH vrednosti moze da dode do oticanja
imobilizirane vode. Za vreme pretvaranja misica u meso (zrenje) ova vrsta vode moze da
bude pokretljiva zbog promene strukture misi¢ne celije i promene pH vrednosti. Neki od
uzroka koji mogu da doprinesu zadrzavanju nepokretne, imobilisane vode ukljucuju
delovanje na ukupno nelektrisanje miofibrilarnih proteina i na strukturu misi¢nih celija i
njihovih delova kao i velic¢ina ekstramiofibrilarnog prostora (Huff-Lonergan i Lonergan
2005, Offer i Trinic, 1983).
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2.9.3. Slobodna voda

Slobodna voda se nalazi u sarkoplazmatskom delu misi¢ne celije u dugackim uskim
prolazima, gde je voda povezana medusobnim unutarmolekulskom i medumolekulskim
silama sa okolnom proteinskom osnovom. To je voda koja moZe nesmetano da istice iz tkiva.
Ova vrsta vode se ne menja u pre-rigor mesu, ali kasnije, menjanjem uslova, moze da dode
do njeng oticanja, koje zatim omogucava promene i kretanje nepokretne, imobilisane vode.
Slobodna voda je lako pokretljiva delovanjem slabih fizickih sila pri skupljanju miofibrila do
kojeg dolazi u periodu rigor mortis, koji je definisan kao vreme u kojem nema dostupnog
ATP-a za otpustanje miozina iz aktomiozinskog kompleksa (Honikel 2004., Bell 1996.) .
Raspodela i pokretljivost vode prisutne u misi¢ima imaju veliki uticaj na osnovne
karakteristike kvaliteta mesa kao $to su so¢nost, mekoca (neznost), Cvrstina i izgled (Trout
1988, Huff-Lonergan & Lonergan, 2005, Pearce et all 2011).

2.9.4. Post mortem proteoliza

Nadeno je da postoji veza izmedu stanja proteina misi¢ne ¢elije i procesa oticanja vode, tako
da su vazna saznanja o ¢iniocioma regulacije i procesu post mortem proteolize glavnih
proteina mesa. U procesu post mortem proteolize osnovnu ulogu igraju enzimi
endogenoznog kalpain (calpain) (a- i u-kalpain) sistema. Supstrati ovih enzima su proteini
kao S§to su desmin, sinemin, talin i vinkulin. Ovi proteini grade citoskeletalnu mrezu,
konstrukciju misi¢ne Celije. Brza proteoliza proteina intermedijarnih filamenata, kao sto je
desmin, povezana je sa kapacitetom vezivanja vode i mekofom, nezno$¢u mesa svinja.
Bitno je da se poznaje endogenozni inhibitor a- i p-kalpaina, kalpastatin (Huff-Lonergan &
Lonergan, 2005). Nadeno je da varijacije u genu koji kodira kalpastin, s obzirom na

regulaciju aktivnosti kalpaina, doprinose razlikama u kavlitetu svinjskig mesa.

2.9.5. Post mortem oksidacija proteina

Post mortem i u periodu zrenja u misi¢u dolazi do zancajnog poveéanja procesa oksidacije
miofibrilarnih proteina, sto dovodi do pretvaranja nekih aminokiselinskih ostataka (histidin)
a to dovodi do stvaranja intra i/ili inter disulfidnih mostova. Ovo moze da dovede do
inaktivacije ili modifikacije aktivnosti kalpaina. Nadena je razlika izmedu brzine oksidacije
kod razlicitih zivotinja. Do ove razlike dolazi zbog razliCite ishrane zivotinja, razlike u

pasminama, ante mortem stresu i post mortem rukovanju. Razlike u nac¢inu antioksidativne
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odbrane uti¢u na aktivnost kaplaina pa tako i na proteolizu (Huff-Lonergan & Lonergan,
2005).

2.10. Termalana analiza hrane

Hrana predstavlja slozenu smesu vode, ugljenih hidrata, proteina, lipida i raznovrsnih
komponenata. Upotreba diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC) za pracenje
denaturacije proteina ili zeliranja skroba veoma je ucestala u analiziranju hrane. Metode
termalne analize se dosta koriste u proucavanjima topljenja, kristalizacije lipida, koji se
pojavljuju u slozenim polimorfnim oblicima koji se odlikuju slozenim pojavama
rekristalizacije. Ugljiko hidrati i proteini u sistemima hrane se uglavnhom mesaju s vodom i
odlikuju se faznim prelazima prvog reda (topljenje, kristalizacija) i prelazima stanja
(denaturacija, zeliranje, staklasti prelaz) (Roos 2003). Sve nabrojane termalne karakteristike
hrane su od velikog znac¢aja za razumevanje odnosa izmedu fizickohemijskih karakteristika i
promena u kvalitetu hrane. Zbog toga metode termine analize predstavljaju vazne analiticke
tehnike u fizickohemijskoj karakterizaciji hrane i njenih komponenata (Slade i H. Levine,
1991, Roos 2003, Roos 1995, Kalichevsky 1992, Parker et all 1996, Moates et all 2001,
Talja et all 2001, Laaksonen 2002).

Ugljeni hidrati i proteini u kontrolisanom sistemu hrane retko se nalaze u ravnoteznom stanju,
te tako teze gradenju amorfnih, ne kristalnih struktura (Slade i Levine 1991, Slade i Levine
1995). Dobro su poznati primeri pecenih proizvoda, ekstrudirane hrane, dehidratisanih
namirnica i smrznute hrane koje su amorfnog ili delimi¢cno amorfnog stanja. U ovim
sistemima pri odstranjivanju vode, §to predstavlja deo proizvodnog procesa, dolazi do
gradenja nekristalnog, amorfnog stanja ugljenih hidrata i proteina. Ovakvi materijali
pokazuju raznolike promene tokom vremena koje uticu na trajnost proizvoda. Njihove
termalne osobine podsecaju na termalne osobine nekristalinih sintetickih polimera (Roos
1995). Pokazalo se da staklasti prelazi amorfnih materijala hrane prate strukturne promene
hrane i njenu teksturu. Takode je navedeno da uticu na difuziju, te tako i na brzine hemijskih
I enzimskih reakcija (Slade i Levine 1991, Slade i Levine 1995, Roos 2003). Uopsteno
gledano, amorfne strukture su daleko stabilnije u ¢vrstom, staklastom stanju na
temperaturama ispod temperature staklastog prelaza (Tgy) (Slade i Levine 1995). Na
temperaturama bliskim staklastom prelazu ili temperaturama ispod staklastog prelaza ¢vrsto

stanje se pretvara u stanja superohladene te¢nosti (Roos 1995, Roos 2003). Na primer
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dehidratisana staklasta hrana ima ¢vrstu i krtu konzistenciju, dok na temperaturama iznad
temperature staklastog prelaza postaje gnjecava, mekana i raskvaSena. Ovakve promene
imaju znacajan uticaj na senzorne karakteristike hrane (Moates et al 2001). Postoji nekoliko
promena u hrani koje uti¢u na njen kvalitet, a javljaju se pri promeni temperature staklastog
prelaza. Ove promene mogu biti lepljenje, nagomilavanje praskaste hrane i produkata koji
sadrze Secere, kolaps pri suSenju smrzavanjem i ruSenje dehidratisane strukture materjala,
poremecaji u hrskavosti, kristalizacija amorfnih Secera, rekristalizacija zelatinoznog skroba,
gradenje leda i rekristalizacija u smrznutoj hrani i do nekog stepena neenzimsko tamnjenje i
enzimske reakcije (Roos 2003).

Znacaj metoda termalne analize u pracenju fizickohemijskih odlika sistema hrane veoma je je
porastao0 od kako je shvaceno da su fizickohemijske odlike, $§to se narocito odnosi na
smrznutu i na osusenu hranu koji su koncentrovani sistemi, u neposrednoj vezi s fizickim
neravnoteznim stanjem ovih materijala (Roos 2003). Upotreba metoda termalne analize i
podaci dobijeni ovim metodama su od velike Kkoristi za kontrolu kvaliteta hrane u samom

procesu prerade kao i tokom skladiStenja.

2.10.1. Neravotezno stanje i prelazi neravnoteZnog stanja

Fazni prelazi su klasifikovani prema termodinamic¢kim promenama koje se odvijaju na
temperaturama prelaza (Roos, 1995). Fazne prelaze prvog reda odlikuje prekid prvog izvoda
termodinamicke funkcije.  Tako na primer, na temperaturi prelaza postoji prekid
(diskontinuitet) toplotnog kapaciteta i koeficijenta termalne ekspanzije. Tipicni primeri
prelaza prvog reda su oni koji se odvijaju izmedu tri osnovna stanja materijala, gasnog,
teCnog i ¢vrstog stanja. Na temperaturama faznih prelaza drugog reda postoji stepenasta
promena u osobinama koje su u diskontinuitetu kod prelaza prvog reda. Na primer, amorfni
materijal ima promenu toplotnog kapaciteta pri staklastom prelazu i stoga ova promena stanja
ima neka termodinamicka svojstva tipi¢na za prelaze drugog reda. Staklasti prelaz je osobina
sistema koji nije u ravnotezi, tj. neravnoteznog sistema. Zbog toga ovaj prelaz ne moze da
bude oznacen kao pravi fazni prelaz.

Amorfne i delimi¢no amorfne strukture u hrani nastaju pri preradi hrane u momentu kad se na
primer odstranjuje voda pri pecenju, koncentrovanju, dehidrataciji, smrzavanju i ekstruziji
(Roos, 1995). Ovi superohladeni, amorfni neravnotezni materijali vremenom trpe promene
priblizavaju¢i se ravnoteznom stanju, kao Sto je, na primer, kristalno stanje. Nadalje u

zavisnosti od brzine otklanjanja rastvaraca ili hladenja do ¢vrstog stanja, gradi se staklasto
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stanje. Staklasto stanje sre¢e se i u hrani s niskim procentom vlage, dehidratisanoj ili
smrznutoj hrani u kojima se formira koncentrovana faza rastvorka pri zamrzavanju tj. u
vremenu stvaranja leda u materijalu. Ciste komponente hrane kao $to su amorfni Seceri,
pokazuju uglavnom jedan staklasti prelaz koji moze da se vidi upotebom raznih analiti¢kih
tehnika kao $to su mehanicka, termalna ili neka od spektroskopskih tehnika (Roos, 1995).

Na Slici 9. dat je Sematski prikaz uticaja brzine hladenja na staklasta svojstva.

Cesta pojava u stvarnim sistemima hrane je da su komponente hrane delimi¢no amorfne
(ugljeni hidrati kao $to su skrob i Seceri i proteini) te sumnoge komponente delimi¢no ili nisu

uopste mesljive te tako dolazi do stvaranja nekoliko faza u mikrostrukturi hrane.

Staklasto stanje A

| Brzmna a > Brzima b
| \
/s Blzjm .
Staklasto stanje B 3
";\1\1@\3 N i f
Super ohlactena tecnost
(kozastolgumeno stanje
(super ohladeno cvrsto stanje) siupa)

Slika 10. Sematski prikaz uticaja brzine hladenja na staklasta svojstva. Velike brzine hladenja
izazivaju staklasto stanje sa relativno velikom slobodnom zapreminom i velikom entalpijom
(Roos, 2003).

Staklasti prelaz se deSava i pri hladenju i pri grejanju, te takode pri otklanjanju ili sorpciji
plastifikatora, ili rastvora ili oboje. Kao prelaz stanja i zbog neravnotezne prirode amorfne
faze, staklasti prelaz zavisi od vremena. Zbog toga metode koje koje koriste razlicite
eksperimentalne vremenske skale (npr. frekvenciju) daju razli¢ite temperature i mesta
staklastog prelaza. U zavisnosti od brzine nastajanja staklastog stanja i moguée promene s
vremenom samog staklastog stanja (starenje), razlic¢ite relaksacije mogu da se zabeleze u za

posmatrani staklasti prelaz Slika 10. (Roos, 2003).
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Slika 11. Entalpijska relaksacija amorfnog materijala pri staklastom prelazu.

Vidljiva je egzoterma za staklasto stanje sa velikom slobodnom zapreminom i velikom
entalpijom, dok je kod materijala kojima je potrebna toplota da bi pretrpeli prelaz u
superohladenu te¢nost vidljiva endoterma (Slika 11.) (Roos, 2003).

2.10.2. Staklasti prelaz i plastifikacija vodom

Staklasti prelaz se obi¢no desava na temperaturema od oko 10-150°C ispod temperature
topljenja komponente, $to je primenljivo na Secere (Roos 1993). Ove promene viskoziteta i
karakteristika tecljivosti uti¢u na lepljivost i zgrudvavanje prahova, hrskavost i kristalizaciju i
rekristalizaciju ¢vrstih amorfinh i rekristalizaciju leda u smrznutom sistemu (Roos 1993).
Jedan od osnovnih uzroka za ove promene je smanjeno relaksaciono vreme mehanicke
promene kao sto je prikazano na Slici 12. (Roos, 2003).
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Slika 12. Uticaj temperature, aktivnosti vode (ay) ili sadrZaja vode na relaksaciono vreme i

na relativnee brzine mahanickih promena amorfnog bioloskog materijala (Roos, 2003).

Uz promene mehanic¢kih osobina vezanih za staklasti prelaz, navodi se da staklasti prelaz
moze da uti¢e na brzine reakcija koje su kontrolisane difuzijom u amorfnom sistemu hrane.
Ovaj uticaj je nezavisan od temperature, pH i koncentracije reaktanta i proizvoda (Roos,
1995, Roos, 2003). Reaktanti i molekuli amorfne osnove hrane mogu da grade zasebne faze
I da izazovu podelu i kretanje vode, tako uticu¢i na lokalne reakcije u mikrostukturi hrane.
Moze da se zakljuci da su molekulska kretanja u staklastom stanju ograni¢ena na molekulske
vibracije i rotacije u homogenom sistemu hrane na isti na¢in kao i u homogenom sintetickom
polimeru dok se u stanju superohladene tecnosti pojavljuje translatorna pokretljivost. Hrana
je veoma heterogen sistem i pokretljivost njenih molekula moze da bude daleko ispod
zabelezenih makroskopskih ili uobiCajenih temperatura staklastih prelaza. Izucavanja
delovanja stakalstog stanja sistema hrane na brzinu reakcije pokazala su da staklasti prelaz
moze da deluje na difuziju i posredno na brzinu reakcija, posebno na reakcije neenzimskog
tamnjenja. Shodno tome, brzine reakcija mogu da se zna¢ajno povecaju na temperaturama

iznad staklastog prelaza, ali moze da se dogoditi i reakcija ispod merenog makroskopskog
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staklastog prelaza. To zavisi od drugih ¢inilaca koji utiCu na brzine reakcija kao §to su
koncentracije reaktanata, pH, temperatura i sadrzaj vode (Roos, 2013).

Termalne osobine hrane su vazne za razumevanje odnosa izmedu svojstava hrane i promena
u kvalitetu hrane. Koncentrovani sistemi hrane (hrana s niskim procentom vlage i smrznuta
hrana) retko se nalaze u stanju ravnoteze, te imaju teznju da grade amorfne, tj. nekristalne
strukture. Promene koje su vezane za staklasti prelaz u takvim namirnicama mogu znacajno
da uticu na stabilnost, npr: lepljivost i stvrdnjavanje prahova, na svezinu i hrskavost
grickalica i cerealija (pahuljica zitarica) za dorucak, kristalizaciju amorfnih Secera, na
rekristalizaciju skrobnog Zelea, na gradenje leda i rekristalizaciju smrznute hrane i na brzinu
ne- enzimskog tamnjenja i enzimske reakcije. Odnosi izmedu staklastog prelaza, vode i
uticaja vode na plastifikaciju i relaksaciono vreme moze da se prikaze u dijagramima stanja.
Dijagrami stanja su korisni kao mape stabilnosti u kontroli i prac¢enju brzina promena pri
preradi i skladistenju hrane (Rahman et al 2003, Rahman 2006, Sablani et al 2009, Shi et all
2009, Shi et all 2012).

Metode termalne analize daju makroskopski uvid i podatke o faznom stanju i faznim
prelazima u hrani i u biolo§kim sistemima. Medutim, ove tehnike ne daju saznanja o
heterogenosti mikrostrukture hrane ili bioloskih uzoraka. Postoje dopunske tehinke koje je
mogu da se upotrebe kako bi se dobio potpuniji uvid i razumevanje o svojstvima amorfnih
materijala hrane (Cordela et al 2002). Posebno je bitno saznanje o mestimi¢noj
mikrostrukturi, promenama i stanjima i interakcijama vode kao i 0 faznim razdvajanjima i

uticajima faznih razdvajanja na promene stabilnosti i kineticke promene amorfnog sistema.

2.10.3. Termalna analiza mesa

2.10.3.1. SveZe meso

Prednost diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC) je u tome $to mogu da se analiziraju
slozene mesavine proteina velikih koncentracija, §to je slu¢aj kod mesa. Na tipi¢noj DSC
krivoj miSi¢nog tkiva mogu da se uoce tri osnovna endotermna termalna prelaza (Slika 13).
Prvi prelaz s temperaturskim maksimumom izmedu 54-58°C  predstavlja termalnu
denaturaciju miozina (Kawakami et al 1971, Martens & Vold, 1976; Wright 1984, Kono
1992, Markov et al 2010, Liu 2014). Drugi prelaz koji ima temperaturski maksimum izmvedu
65 1 67°C odgovara termalnoj denaturaciji kolagena (Martens & Vold, 1976; Stabursvik &
Martens 1980, Bozec 2011) i sarkoplazmatskih proteina (Stabursvik 1980, Xiong 1987).

Treci prelaz je termalna denaturacija aktina koja se odvija u temperaturskom opsegu od of
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80°C do 83°C. Za drugi prelaz je pokazano da oba izolovana proteina aktomiozin i miozin i
njhove podjedinice imaju termalnu denaturaciju u istom temperaturskom podrucju.
Proucavanja termalne denaturacije titina svinjskog i govedeg mesa DSC analizom pokazala
su da denaturacija ovih proteina predstavlja jedinstven endotermni pik s temperaturskim
maksimumom prelaza na temperaturi od on 78.4°C za govede meso i 75.6 °C za ove

proteine iz svinjskog mesa (Ding, 2014).

Toplot tok
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10 20 30 40 S0 60 70 80 90

Temperatura ( °C)

Slika 13. Tipi¢na DSC kriva svezeg mesa sa: M- temperaturski opseg topljenja masti; P-
tepmeraturski opseg denaturacije proteina: tri endotermna prelaza koja odgovaraju I-
denaturaciji miozina; Il- denaturaciji proteina sarkoplazme i kolagena; Il1-denaturaciji aktina

(Fernandez-Martin et al 2009).

Proucavanja proteina rastvornih u solima (SSP salt souible proteins, miofibrilarnih proteina)
pokazala su da do protein-protein interakcija i geliranja dolazi u temperaturskom opsegu od
36-40°C, bez obzira na anatomske razlike i porekla misi¢a (Tornberg 2013). Ova istrazivanja
su vrSena merenjem turbiditeta i merenjem krutosti (Boyer 1996, Sun i Holley 2011).
Markov i saradnici (Markov et al 2010) su upotrebom DSC i DLS (dynamic light scattering-

dinamicko rasejavanje svetlosti) metoda analizirali agregaciju dve S1 izoforme miozina.
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Pokazali su da brzina procesa agregacije ne zavisi od koncentracije proteina, te da je stepen

agregacije ogranicen ireverzibinom denaturacijom proteinskog domena.

2.10.3.2. Tehnoloski obradeno meso

Visoki zahtevi kupaca prehrambenih proizvoda odnose se na garancije visokog kvliteta, kao i
na sigurnost proizvoda za vreme termalnih procesa koji su nezaobilazni u prehrambenoj
industriji (Ishiwatari et al 2013). Cinioci koji odreduju kvalitet prehrambenih proizvoda, pa i
proizvoda od mesa su njihova tekstura, kapacitet vezivanja vode kao i ukus i miris. Kako bi
se odrzao visoki kvalitet i s obzirom na ocuvanje odlika funkcionalne hrane (bioloske,
nutritivne vrednosti) i s obzirom na tehnoloska svojstva proizvoda, neophodna je
odgovarajuca kontrola termickih procesa radi o¢uvanja i poboljsavanja ovih svojstava.
Tehnoloskom obradom meso - proteini mesa trpe razlicite uticaje spoljasnje sredine kao §to
su jonska jac¢ina (NaCl), temperatura obrade, pritisak, prisustvo aditiva. Nadeno je da primena
pritiska pri preradi mesa moze da izazove znaajnu denaturaciju proteina mesa i pri
nedenaturiSu¢im, niskim temperaturama, a u nekim slucajevima moze da znacajno smanji
procenat denaturacije pri tretmanu na temperaturama denaturacije (Fernandez-Martin et all
2000). Pokazano je da je za razumevanje sloZzenih reoloskih odlika obradenog mesa od
najveceg znacaja saznanje o stepenu denaturacije tretiranih proteina tj. saznanje o prisustvu
proteina u prirodnom stanju (native—like proteins) koji su preostali posle prerade (Fernandez-
Martin et all 2000). Odgovaraju¢i modeli, kao $to su kineticki modeli su veoma korisni jer
omogucavaju da se perdvide i opisu moguce promene. Uticaj stepena denaturacije proteina
mesa na njegovu teksturu i druge bitne karakteristika kao $to su gubitak mase, promene boje,
bile su predmet mnogih radova. Ove studije se bave kinetickom analizom promena koje se
desavaju u hrani od mesa za vreme termalnog tretmana i susenja mesa. Definisane su
promene teksture vezane za stepen denaturacije proteina mesa za vreme grejanja (Ishiwatari
13, Bertola et al. 1994), gubitak mase mesa za vreme kuvanja (Bertola et al. 1994, Garcia-
Segovia et al. 2007), promene boje ribljeg mesa pri pecenju (Nakamura et al. 2011,
Mastudaet al. 2013) ipromene“umami” komponente mesa pri kuvanju (Ishiwatari et al.
2011).

Rezultati dobijeni u ovim radovima koriséeni su u empirijskim kinetickim modelima kako bi
se opisala tekstura i gubitak mase. Ove empirijske jednacine su odli¢ne u prakti¢noj primeni
ali treba naglasiti da je njihova primena ograni¢ena s obzirom na to da kineti¢ki parametri

mogu da zavise od uslova zagrevanja (Ishiwatari, 2013). Kineticka analiza denaturacije
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proteina je prihvatljiva posto denaturacijom proteina dolazi do promena u teksturi mesa i
gubitka mase za vreme termalnog procesa. Ishiwatari i saradnici (Ishiwatari et al 2013) su u
svom radu pokazali u makro sistemu mesa postojanje kavantitativne zavisnosti izmedu
stepena denaturacije i kvaliteta mesa, tj. njegove teksture i stanja vode. U ovom radu
proucavani su uticaji stepena denaturacije proteina na teksturu mesa i stanje vode. Kao prvo,
definisani su kineticki parametri denaturacije proteina mesa koris¢enjem DSC metode.
Prema dobijenim rezultatima kineticke analize DSC metodom, pripremljeni su uzorci mesa
sa definisanim stepenom denaturacije zbog tretiranja uzoraka na odredenim temperaturama u
odredenom vremenskom periodu. Na taj na¢in dobijeni su uzorci sa odredenim Stepenom
denaturacije miozina i aktina. Uzorci su podvrgnuti analizi teksture i magnetnoj rezonanci
(*H MRI). Nadeno je da je uticaj denaturacije moizina na modul elasti¢nosti zanemarljiv, kao
I na gubitak mase. Pokazalo se da je denaturacija aktina imala veliki uticaj na povecanje
modula elasi¢nosti i na gubitak mase uzoraka mesa. Rezultati MRI su pokazali da do
promene stanja dolazi u samom pocetku denaturacije §to je u suglasnosti s nadenim gubitkom

mase.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali i metode

3.1.1. Svinjsko meso Longissimus dorsi

Sveze svinjsko meso (Longissimus dorsi), 48h post mortem, nabavljeno je u mesari u
Novom Sadu, ocis¢eno je od spoljne, vidljive masnoée i vezivnog tkiva i iseceno u
komade veli¢ine (1x1x1) cm.

Osnovni hemijski sastav sivnjskog mesa Longissiums dorsi (vlaga , proteini, pepeo i masti)
odreden je pomoc¢u standardnih metoda:

- Odredivanje sadrzaja vode (suve materije) na osnovu standarda SRPS 1SO 1442:1998,
Meso i proizvodi od mesa - Odredivanje sadrzaja vlage (Referentni metodi);

- Odredivanje  sadrzaja proteina na osnovu standarda SRPS ISO 1871:1992,
Poljoprivredno-prenrambeni proizvodi - Opsta uputstva za odredivanje azota
metodom po Kjeldalu;

- Odredivanje sadrzaja ukupnog pepela na osnovu standarda SRPS I1SO 936:1999, Meso
i proizvodi od mesa - Odredivanje ukupnog pepela;

- Odredivanje sadrzaja ukupne masti na osnovu standarda SRPS 1SO 1443:1992, Meso
1 proizvodi od mesa. Odredivanje sadrzaja ukupne masti

Odredeni osnovni hemijski sastav svezeg svinjskog meso (Longissimus dorsi) koris¢enog, u
ovom radu, za osmotsku dehidrataciju bio je : vlaga 75.6%, proteini 21.7%, , ukupne masti
1.3%, ukupni pepeo 1.2%.

3.1.2. Osmotska dehidratacija svinjskog mesa u melasi Sec¢erne repe i osnovni hemijski
sastav melase Secerne repe

Postupak osmotske dehidratacije izvrSen je na Tehnoloskom fakultetu, Univerzitet u Novom
Sadu po procceduri opisanoj u radu Suput et al 2013. Osmotska dehidratacija je izvrsena u
eksperimentalnom pilot postrojenju za diskontinualnu osmotsku dehidrataciju, koje je
projektovano i konstruisano na Tehnoloskom faklutetu, Univerziteta u Novom Sadu za
potrebe naucnog projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije TR20112 (2008-2011) (Levi¢ et al 2009).
Sveze svinjsko meso (Longissimus dorsi), 48h post mortem, je ocis¢eno od spoljne masnoce
i vezivnog tkiva i iseCeno u komade veli¢ine (1x1x1) cm, zatim je izvrSena osmotska
dehidratacija pomoéu melase Secerne repe (koncentracije suve rastvorne mase 80 kg-1™) koja
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je nabavljena iz domace Secerane (Crvenka). Dechidratacija je izvrSena pri temperaturi od
22°C u vremenu od 5 sati. Odnos osmotskog rastvora prema mesu je bio 5:1 (w/w). Posle
zavrSene osmotske dehidratacije meso je spakovano u folije (providne folije sastava
PVC//PE-EVOH-PE) u atmosferi gasa 30%CQO»+70%N,. (Suput et al 2013.). Uzorci su
analizirani (DSC, TGA) nakon 7, 15, 30, 45 i 60 dana.

Za potrebe eksperimenta, melasa secerne repe nabavljena je iz secerane u Crvenki, Srbija, i
do upotrebe ¢uvana je u zatvorenim plastiécnim posudama na sobnoj temperaturi. Prosecan
sadrzaj suve materije u melasi, odreden refraktrometrom, iznosio je 84,54%.

U tabeli 3.1 prikazan je osnovni hemijski sastav melase Secerne repe primenjene u
eksperimentima. Kako bi se postigle zeljene koncentracije osmotskog rastvora melasa je

razredivana destilovanom vodom (Loncar 2014.).

Tabela 3. Osnovni hemijski sastav melase secerne repe primenjene u istrazivanju
(Loncar 2014.)

Sadrzaj

Suva materija, (%) 84,54
Saharoza, (%) 49,79
Ukupni redukujuéi Seceri, (%) 52,23
Invertni Secer, (%) 0,49
Kalijum, mg/100g 2399,76
Natrijum, mg/100g 446,21
Kalcijum, mg/100g 266,31
Magnezijum, mg/100g 56,39
Gvozde, mg/100g 4,41
Zink, mg/100g 0,98
Mangan,mg/100g 0,22

3.1.3 Rehidratacija osmotski dehidratisanog svinjskog mesa

Process rehidratacije osmotski dehidratisanog svinjskog mesa izvrsen je na tempreturama
20°C, 30°C, 40°C i u razlicitim vremenima rehidrataceje koja su iznosila za svaku
temperaturu 15, 30, 40 i 60 min.

Komadi dehidratisanog mesa su uranjani u dejonizovanu vodu, drzani na odredenoj
tempreturi u zadatom vremenu. Posle 15, 30, 40 i 60 min rehidratacije, na zadatim
temperaturama, izvrsena je termalna analiza (DSC i TGA) uzoraka. Procenat rehidratacije

(R) izracunat je po sledecoj jednacini (Babic et al 2009):
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W, —W,
R=—""x100 (4)
W, W

gde je W, masa rehidratisanog uzorka (g); Ws masa osmotski osusenog uzorka (g); Wy masa
svezeg uzorka (Q).
Peleg-ov (Peleg, 1988 ) model je koris¢en za modelovanje procesa rehidratacije. Pelegov

model je dvoparametarski model koji opisuje sorpcione krive vode.
Xi=Xott/ky+Kot (5)

gde je: X, podetni sadrzaj vode izrazen u odnosu na suvu masu u (kg vode) (kg s.m.)
Xi sadrzaj vode u vremenu t (min)
k, Pelegova konstanta brzine izrazena u min (kg s.m.) (kg vode)™ koja se odnosi
na prenos mase i na brzinu na samom pocetku rehidratacije (t = tp),
k, je Pelegova konstanta kapaciteta izrazena u (kg s.m.) (kg vode)™ koja se odnosi

na maksimalnu apsorpciju vode.

Kada t—o0 dobija se jednacina
Xe:Xo:l:l/kZ (6)

Gde je X, ravnotezni sadrzaj vode ((kg vode) (kg s.m.) ) u vremenu t—oo.

‘£’ je ““->” pri dehidrataciji ili ““+*” pri rehidrataciji.
3.2 . Metode termalne anlize

3.2.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

Priprema uzoraka

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija uzoraka svezeg i osmotski dehidratisanog mesa
uradena je na instrumentu DSC Q 1000, diferencijalni skeniraju¢i kalorimetar,

TA Instruments, New Castle, Delaware, USA, sa TA Instruments RCS sistemom hladenja.
Temperatura i entalpija instrumenta je kalibrisana po standardnom uputstvu proizvodaca

pomocu metala indijuma ¢ija je tacka topljenja T=156.59°C, i entalpija topljenja AH=28.18
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J/g (Della Gtta et al 2006). Sva snimanja su urdena u struji azota ¢isto¢e 99.999% pri brzini
protoka gasa od 50 ml/min u DSC ¢eliji i 60 ml/min pri termogravimetrijskoj analizi.

Uzorci svezeg 1 osmotski dehidratisanog mesa, izmerene mase 9-13mg na analitickoj vagi
Metler Toledo AE 163, Toledo AE 163, snimani su u otvorenim aluminijumskim ¢anc¢i¢ima i
u hermeticki zatvorenim aluminijumskim c¢anci¢ima proizvodaca TA Instruments.
Hremeticko zatvaranje ¢ancCica izvrSeno je pomoc¢u prese za zatvaranje ¢anci¢a Blu press
proizvodaca TA Instruments.

DSC analiza uzoraka rehidratisanog osmotski dehidratisanog svinjskog mesa, mase 9-13mg,
provedena je u otvorenim aluminijumskim ¢anci¢ima proizvodaca TA Instruments.
Temperaturski opseg snimanja u otvorenim ¢anci¢ima iznosio je od -90°C do 120°C i brzina
grejanja Hr=5°C/min.

Temperaturski opseg snimanja u hermeticki zatvorenim ¢anci¢ima iznosio je od 5°C do
120°C pri brzini grejanja Hr=5°C/min. Posle prvog grejanja snimano je drugo grejanje istog
uzorka pri istim uslovima.

Za odredivanje kinetickih parametara termalne denaturacije proteina mesa uzorci su zatvarani
u hermeticke ¢ancice i snimani u temperaturskom opsegu od 5°C do 120°C pri razli¢itim
brzinama grejanja. Za uzorke svezeg mesa snimani su brzinama grejanja: Hr=0.5°C/min
Hr=1°C/min, Hr=1.5°C/min, Hr=2°C/min, Hr=3°C/min, Hr=5°C/min, Hr=7.5°C/min,
Hr=10°C/min, a za uzorke osmotski dehidratisanog mesa brzine snimanja su iznosile
Hr=0.5°C/min Hr=1°C/min, Hr=1.5°C/min, Hr=2°C/min, Hr=3°C/min, Hr=5°C/min,
Hr=7.5°C/min, Hr=10°C/min.

Uzorci melase Secerne repe pre osmotske dehidratacije i posle osmotske dehidratacije, kao i
osuSene melase (ostatak na 105°C) snimani su u temperaturskom opsegu od -90°C do 60°C u
tri cilkusa: grejanje 90°C do 60°C, Hr=10 °C/min, hladenje 60°C do (-90°C), Hr=5°C/min i
ponovno grejanje 90°C do 60°C, Hr=10 °C/min. Masa uzorka melase iznosla je 5-6 mg, a
snimanja su izvrSena u hermeticki zatvorenim aluminijumskim canc¢i¢ima.

Dobijene DSC krive obradene su u specijalizovanom programu za obradu DSC krivih TA

Universal analysis 2000. dobijenom od proizvodaca opreme TA Instruments.
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Slika 14. Sematski prikaz DSC ¢éelije instrumenta TA DSC Q1000.

3.2.2. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimstrijska analiza uzoraka svezeg i osmotski dehidratisanog mesa uradena je na
instrumentu TGA Q 500 termogravimetrijskom analizatoru proizvoda¢a TA Instruments,
New Castle, Delaware, USA. Instrument je bio kalibrisan po standardnom uputstvu
proizvodaca . Masa je kalibrisana pomocu tega od 100 mg i 1g (dobijenim uz instrument,
tegovi kase I), a temperatura pomoc¢u Curi-jeve temperature za metal cink. Sva snimanja su
sprovedena u struji azota Cisto¢e 99.999% pri protoku gasa od 50 ml/min kroz TG vagu i 40
ml/min kroz pec¢.

Masa uzoraka svezeg 1 osmotski dehidratisanog i rehidratisanog mesa, pri
termogravametrijskoj analizi iznosila je 9-13mg. Temperaturski opseg snimanja iznosio je od
25°C do 700°C pri brzini grejanja od Hr=5°C/min.

Dobijene TGA krive obradene su u specijalizovanom programu za obradu DSC krivih TA

Universal analysis 2000. dobijenom od proizvoda¢a operme TA Instruments.
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Slika 15: Sematski prikaz TGA peéi instrumenta TA Q500.
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Slika 16: Sematski prikaz instrumenta TGA Q500, TA

3.2.3. Modulovana diferencijalna skenirajué¢a kalorimetrija (MDSC)

Modulovana diferencijala skenirajuca kalorimetrija uzoraka osmotski dehidratisanog mesa i
melase uradena je na instrumentu DSC Q1000 diferencijalni skenirajuci kalorimetar, TA
Instruments, New Castle, Delaware, USA, sa TA Instruments RCS sistemom hladenja, pri
modulovanim uslovima rada instrumenta. Kalibracija instrumenta na temperaturu, entalpiju
1 toplotni kapacitet izvrSena je po standardnoj proceduri proizvodaca za modulovane uslove
rada instrumenta pomocu metala indijuma cija je tacka topljenja t=156.5985°C, entalpija
topljenja AH=28.18 J/g i pomocu safira. Sva snimanja su sprovedena u struji azota cistoce
99.999% pri brzini protoka gasa od 50 ml/min u DSC ¢eliji .

Uzorci osmotski dehidratisanog, mesa izmerene mase 9-13 mg na analitickoj vagi Metler

snimani su u hermeticki zatvorenim aluminijumskim ¢anci¢ima proizvodaca TA Instruments.
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Hremeticko zatvaranje Cancica izvrSeno je pomocu prese za zatvaranje ¢ancica Blu press
proizvodaca TA Instruments.

MDSC analiza uzoraka osmotski osusenog mesa izvrSena je u temperaturskom opsegu od -
90°C do 120°C, pri modulacijama temperature od +0.5°C u vermenskom periodu od 60s pri
brzini grejanja 2C/min.

Uzorci melase SeCerne repe pre osmotske dehidratacije i posle osmotske dehidratacije, kao i
osu$ene melase (ostatak na 105°C) snimani su u temperaturskom opsegu od -90°C do 60°C u
tri cilkusa: grejanje 90°C -60°C, Hr=10 °C/min, hladenje 60°C-(-90°C), Hr=5°C/min i
ponovno grejanje 90°C -60°C, Hr=10 °C/min. Masa uzorka melase iznosla je 5-6 mg, a
snimanja su izvrSena u hermeticki zatvorenim aluminijumskim ¢anéi¢ima. Vlaga melase je
odredena standardnom metodom JUS ISO 1442: 1997.

MDSC analiza uzoraka izvrSena je u temperaturskom opsegu od -90°C do 60°C, pri
modulacijama temperature od +0.8°C u vermenskom periodu od 60s pri brzini grejanja
Hr=5°C/min.

Dobijene MDSC krive obradene su u posebnom programu za obradu DSC krivih TA

Universal analysis 2000 dobijenom od proizvodaca operme TA Instruments

3.2.4. Diferencijalna skeniraju¢a mikro kalorimetrija (mikro DSC)

Mikrokalorimetrijska DSC analiza proteina albumina govedeg seruma (bovine serum
albumin, BSA cistoce 98%, Frakcija V, nabavljenog od Boehringer Mannheim Nemacka)
koncentracije 3mg/ml u dejonizovanoj vodi i u rastvorima razli¢itih koncentracija cinkove
soli ZnCl; (ZnCl, p.a. nabavljen je od Merck-Alkaloid, Skopje) koje su iznosile: 0.05 mM,
0.300 mM, 0.450 mM, 1mM i 20 mM, podesen pH=6.2, uradjena je na diferencijalnom
skeniraju¢em kalorimetru tipa MC2 DSC proizvodaca Micro Cal, Northampthon MA, USA.
Ono §to ovaj kalorimetar ¢ini posebno osetljivim jeste nain toplotnog izolovanja ¢elije sa
uzorkom 1 referentne celije. Obe su smeStene u adijabtsku komoru od aluminijuma koja se,
takode, zagreva posebnim greja¢ima.Temperaturski opseg snimanja je bio od 20°C do 100°C,
pri brzini grejanja Hr= 1.5°C/min. Svi rastovori su degazirani pre snimanja kako bi se
onemogucilo stvaranje mehurica rastvorenog vazduha tokom zagrevanja u ¢eliji instrumenta.
Instrument meri adsorbovanu toplotu pri termalnoj denaturaciji proteina (ili nekih drugih
bioloskih molekula prisutnih u rastvoru) koja prelazi iz nativne, bioloske konformacije,
strukture u denaturisanu inaktivnu strukturu. Protein smesten u ¢éeliju kalorimetra pri grejanju

od 20°C do 100°C prolazi kroz endotermni proces razmotavanja (unfolding), sto se pokazuje
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na DSC krivoj kao promena toplotnog kapaciteta (Cp). Temperaturski maksimum ove

promene, vrh pika Tp, predstavlja temperaturu denaturacije proteina, dok povrsina ispod

pika predstavlja entalpiju denaturacije proteina AH®'. Od dobijene DSC krive

denaturacije proteina oduzima se prethodno snimljena DSC kriva samog rastvora bez

prisustva proteina, kako bi se oduzeo toplotni efekat (Cp) samog rastvora. Principi metode i

instrumenta opisani su u literaturi  (Privalov, 1980.)

Dobijene DSC krive denaturacije proteina obradene su pomocu programa specijalizivanog za

obradu DSC rezultata MicroCal Origin, dobijenog od prizvodaca instrumenta MicroCal.
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Slika 17. Sematski prikaz éelije adijabatskog mikro- kalorimetra MC-2 proizvodaca

MicroCal Inc.
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3.2.5. Izotermalna titraciona mikro-kalorimetrija (ITC)

Interakcija albumina govedeg seruma (BSA , Cistoce Cistoce 98%, Boehringer Mannheim
(Fraction V) i razi¢itih jona (K*, Na* zZn?*, Ca?*, AI**, Ni**, Cd**, Pb*, Cu?") ispitana je
izotermalnom tirtacionom mikro kalorimetrijom (ITC) pomoc¢u instrumenta Micro Cal
Omega , Micro Cal, Northampthon MA, USA. Svi rastovori su degazirani pre snimanja kako
bi se onemogudilo stvaranje mehuri¢a rastvorenog vazduha tokom zagrevanja u celiji
instrumenta. Koncetracija BSA u svim eksperimentima iznosila je 0.050mM ratvorenog u
dejonizovanoj vodi. Protein je titrovan 20mM rastvorom ZnCl, , 300 mM KCI, NaCl, AICls,
NiSQ4, Pb(NO3),, CdSO,4 i CuSO4 u dejonizovanoj vodi sa 20 injekcija od 5ul rastvora soli.
Svako titriranje je vrseno u razmacima od 10 min, a samo titrovanje je je trajalol5 s.
Instrument meri oslobodenu ili adsorbovanu toplotu pri interakciji proteina (ili nekog
drugog makromolekula prisutnog u rastvoru) sa ligandom (joni, drugi molekuli). Dobijeni
rezultati su obradeni (odredena je entalpija AH pojedina¢ne titracije) te je dobijena titraciona
kriva. Titraciona kriva je obradena  metodom nelinearnog  fitovanja upotrebom
specijalizivanog programa dobijenog od proizvodac¢a za obradu ITC krivih Micro Cal
ORIGIN, te su dobijeni parametri interkakcije: broj mesta vezivanja N, konstanta vezivanja K
I entalpija vezivanja AH. Pre fitovanja od dobijene titracione krive oduzeta je bazna linja,
koja predstavlja toplote razblazenja liganda u dejonizovanoj vodi. Svi eksperimenti su
uradeni pri temperaturi od 25°C. Dobijene ITC krive obradene su pomocu programa
specijaliziovanog za obradu ITC rezultata MicroCal Origin, dobijenog od prizvodaca

instrumenta. Principi metode i instrumenta opisani su u literaturi (Brandts,et al, 1990).
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Slika 18. Sematski prikaz éelije izotermalnog titracionog kalorimetra OMEGA proizvodada
MicroCal Inc. Northampthon MA, SAD

Termodinamicki parametri vezivanja: slobodna energija (AG) vezivanja izraCunata je po
jednacini:

AG =-RT InK, (7

gde je R gasna konstanta (R 8.314 J/molK), T temperatura i K konstanta vezivanja
1 etropija vezivanja (AS) izraunata je po jednacini:

_ AH-AG
T

Gde je AH entalpija vezivanja, AG slobodna energija vezivanja i T temperatura (Brandts,et
al, 1990, Liu et al 2005).

AS (8)
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3.2.6. Metoda odredivanja aktivnosti vode (ay)

Vrednosti aktivnosti vode (a,) svezih i osmotski dehdratisanih uzoraka mesa odredivane su
pomocu termoanalitickih metoda tj. pomoc¢u DSC i TGA kao $to je opisano u literaturi (da
Silva , 2008).

Oblik slobodne zamrzavaju¢e vode i njen sadrzaj predstavljeni su kao aktivnost vode (ay).
Aktivnost vode definisana je kao odnos parcijalnog pritiska vode u smesi (p) i parcijalnog
pritiska Ciste vode (p*):

%= ©)
U veoma razblaZenim rastvorima, gde koncentracija rastvorka tezi nuli, rastvara¢ se ponasa
po Raulovom (Raoult) zakonu: xa = pa/pa*, (gde je Xa molski udeo komponente A u
rastvoru, pa parcijalni pritisak komponente A, parcijalni pritisak ¢iste komponente). U ovim
uslovima moze da se kaze da je aktivnost priblizno jednaka molskom udelu rastvaraca, koji

moze da se izrazi kao:
a, =X =—%
Y g+,

Gde je n; broj molova vode, Xn; broj molova rastvorene materije (rastvoraka) svih

(10)

rastvorljivih vrsta.
Ove obe velic¢ine mogu se odrediti eksperimentalno pomoc¢u termoanalitickih tehnika (DSC i
TGA). n; broj molova vode, se odreduje iz TGA krivih, odredivanjem gubitka vode, dok se
¥n; broj molova rastvorene materije (rastvoraka) svih rastvorljivih vrsta odreduje iz DSC
krivih, na osnhovu krioskopskog pomaka temperature topljenja leda (AT), primenom
jednacine:

AT, =K;b (12)
Gde je (AT) krioskopski pomak temperature; K; = krioskopska konstanta (za vodu iznosi
1.86 K mol kg'l); b = molalitet (b = Ni/Myastvaracarkg)) (da Silva, 2008).
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3.2.7. Odredivanje slobode vode
Koli¢ina slobodne vode u svezem mesu izracunata je po obrascu koje je postavio Quinn

(Kumagai et al 1985, Quinn et al 1988 i Tylewiczet al. 2011)

AH
X = 12
v A, (12)

Gde je X Fw koligina slobodne vode (vode koja se moZe zamrznuti) u uzorku (g/grw), AHo
(333.88 J/g) je teorijska entalpija topljenja leda na 0 °C, a AH entalpija topljenja leda u

uzorku.

a usavrSio Tolstorebrov (Tolstorebrov et al, 2014):

Tj IdT
Aled — TT— (13)
[1aT

T

Nesmrznuta voda (“‘ufreezible water”, UFW) je iskazana kao grami vode po gramu suve

mase (SM) uzorka i izra¢unata na nacin koji su dali Goni i saradnici (Goni et al, 2007).

Wvoda B (AH uzorak
DM

/AH voda)

UFW = (14)

Gde je UFW nesmrznuta voda u uzorku (g/gsm), AH voda (333.88 J/g) je teorijska entalpija
topljenja leda na 0 °C, a AH ok entalpija topljenja leda u uzorku, DM = SM suva masa

uzorka.

3.3. Analiza sastava makroelemenata osmotski dehidratisanog svinjskog mesa melasom

Secerne repe, sveZzeg mesa i melase

Uzorci svezeg mesa, melase i osmotski dehidatisanog svinjskog mesa Longissimus dorsi su
pripremljeni za analizu makroelemanata kombinovanjem termalnog tretmana na 360°C i

tretmana kiselinama na 160°C. Uzorci (mase od oko 5 g) su tretirani sa 4.5ml 65% HNOs i
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10.5 ml 35% HCI. Tretman je ponavljan do dobijanja belog sedimenta koji je potom
rastvoren u 0.07 M HNOg3 Sadrzaj makroelemenata odreden je metodom opticke emisione
spektrometrije indukovano spregnutom plazmom (ICP-OES) pomcu instrumenta Scientific
ICAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, United Kingdom, spektrometar
opremljen sa RACID86 Charge Injector Device (CID) detector, standard glass concentric

nebulizer, quartz torch i alumina injector. Uzorci su analizirani sa tri ponavljanja.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) i termogravimetrijska analiza

(TGA) svezeg i osmotski dehidratisanog svinjskog mesa

DSC krive svezeg i osmotski dehidratisanog mesa prikazane su na Slici 19. Sveze i

dehidratisano meso je snimano u otvorenim ¢anc¢i¢ima, u tempretaurskom opsegu od 90°C

do 150°C i pri brzini grejanja 5°C/min.
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Slika 19. DSC krive a) svezeg i b) osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u otvorenim

aluminijumskim ¢anci¢ima.
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Na termogramu dobijenom za sveze meso na Slici 18. a) vidljiva su tri endotermna prelaza i
to sa temperaturskim maksimumom prelaza na temperaturama od -0.3°C, 69°C C i 93°C .
Prvi pik sa temperaturskim minimumom na Tp;= -0.3°C je endotermni prelaz koji se
zavr$ava u uzem temperaturskom rasponu, jasno je definisan i s velikim stepenom simetrije,
entalpija prelaza iznosi AH;=115.3J/g. Drugi prelaz s temperaturskim minimumom
Tm2=69°C je slozen, entalpija prelaza iznosi AH,=684.5J/g, preklopljen je s tre¢im prelazom
(Tm3=93°C, entalpija tre¢eg prelaza AH3=294.6 J/g). Drugi prelaz se odvija u Sirokom
temperaturskom opsegu (od oko 80°C), ukazujuéi na slozenost termalnih procesa koji se
odvijaju u uzorku u temperaturskom opsegu od 10°C do 120°C. Tre¢i endotermni prelaz, s
temperaturskim minimumom na T,5=93°C, i entalpijom od AH3=294.6 J/g je delimi¢no
preklopljen s drugim endotermnim prelazom, ali je ocigledno da se odvija u uzem
temperaturskom opsegu od oko 20°C, ukazuju¢i na koherentnost, tj. Visoki stepen
kooperativnosti termalnog procesa koji se koji se odvija. Na DSC termogramu dobijenom
za osmotski suseno meso Slika 18.b) vidljiva su dva endotermana prelaza s temperaturskim
minimumima na Tys= -15°C, s entalpijom prelaza AH1=38.6 J/gi Tmas= 62 °C, a entalpija
drugog prelaza AH2=528.9 J/g. Prvi pik s minimumom na Tmis= -15°C je na nizoj
temperaturi minimuma pika u odnosu na prvi endotermni pik zabeleZzen kod svezeg mesa
(Tm1i= -0.3 °C). Ovaj prelaz kod osmotski osusenog mesa je slozen i proteze se u Sirem
temperaturskom rasponu (od oko 30 °C) u poredenju s prvim endotermnim prelazom kod
svezeg mesa (-0.3°C). Drugi endotermni prelaz, vidljiv na DSC krivoj dobijenoj za osmotski
suSeno meso S minimumom na Ty,=62°C, takode se odvija se u Sirokom temperaturskom
opsegu (od oko 80°C), kao i kod drugog endotermnog prelaza dobijenog na DSC krivoj
svezeg mesa.

DSC krive svezeg i osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u hermeti¢ki zatvorenim
aluminijumskim ¢anci¢ima u temperaturskom opseg -90°C do 150°C, prikazane su na Slici

20. ) i b).
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Slika 20. a) DSC kriva svezeg svinjskog mesa u hermeticki zatvorenim aluminijumskim

¢anci¢ima. b) DSC kriva osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u hermeticki zatvorenim

aluminijumskim ¢anci¢ima.
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Na termogramu dobijenom za sveze meso Slika 19. a) vidljiva su dva endotermna prelaza:
prvi endotermni prelaz sa temperaturskim minimumom prelaza (T,) na temperaturi od
0.3°C, temperaturom pocetka prelaza (onset, T,) od -4.4°C i entalpije prelaza AH;=211.8J/g.
Drugi endotermni prelaz sa temperaturskim minimumom na 62.6 °C, entalpije prelaza
AH,=5.13J/g i temperaturom pocetka prelaza 44.5 °C. Na termogramu dobijenom za
osmotski suseno meso, Slika 19. b), nadena su tri endotrmna prelaza: jedan endotermni
prelaz s temperaturskim minimumom prelaza na temperaturi od -117°C, temperaturom
pocetka prelaza od -23.7°C i entalpije prelaza AH;=47.3 J/g.  Drugi endotermni prelaz s
temperaturskim minimumom na 41.96°C, entalpijom prelaza AH,= 0.48 J/g i temperaturom
pocetka prelaza 36.73°C. Trec¢i endotermni prelaz sa temperaturskim minimumom (T.,) na
82.4°C, entalpijom prelaza AH,= 0.24 J/g i temperaturom pocetka prelaza 80.67°C.
Uporedivanjem dobijenih rezultata moze da se vidi da je prvi endotermni pik na termogramu
osmotski suSenog mesa pomeren ka nizim temperaturama za oko 11°C u poredenju s prvim
endotermnim pikom na termogramu dobijenom za uzorak svezeg mesa. Takode, entalpije
prelaza se razlikuju, te je entalpija prvog endotermnog prelaza za osmotski suSeno meso
(AH;=47.3 J/g) znacajno umanjena u poredenju sa entalpijom dobijenom za prvi pik svezeg
mesa (AH;=211.8 J/g). Takode postoje znacajne razlike s obzirom na temperaturski
minimumom i entalpije drugog prelaza ako se uporede termogrami svezeg i osmotski
suSenog mesa. Tako je drugi endotermini pik na termogramu osmotski susenog mesa
pomeren ka nizim temperaturama za oko 20°C u poredenju sa prvim endoterminim pikom
dobijenim za uzorak svezeg mesa. Takode entalpije prelaza se razlikuju, te je entalpija
drugog endotermnog prelaza za osmotski suSeno meso (AH;=0.48 J/g) manja u poredenju sa
entalpijom dobijenom za drugi pik svezeg mesa (AH;=5.13 J/g). Na Slici 21. prikazano je

svinjsko meso Longissimus dorsi osmotski dehidratisano u melasi Secerne repe.
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Slika 21. Svinjsko meso (Longissimu dorsi ) osmotski dehidratisano u melasi ¢ecerne repe.

4.1.1. Slobodna voda
Koli¢ina slobodne vode u svezem mesu izraunata je po obrascu koji je dao Quinn (Quinn et
al, 1988, Kumagai et al 1985, i Tylewiczet al. 2011)

AH,

(12)

gde je X Fw kolicina slobodne vode (vode koja se moZe zamrznuti) u uzorku (9/gn), AHo
(333.88 J/g) je teorijska entalpija topljenja leda na 0 °C, and AH entalpija topljenja leda u
uzorku,
a usavrsio Tolstorebrov (Tolstorebrov et al, 2014):

Ty

[1aT

Xled _;— (13)
[1aT
T‘m

Nesmrzljiva voda (UFW) je iskazana kao grami vode po gramu suve mase (SM) uzorka i

izraCunata na nacin koji su dali Goni i saradnici (Goni et al 2007):

UFW = Wvoda B (AH uzorak/AH voda) (14)

DM

Gde je nesmrzljiva voda (UFW) (voda koja se ne moze zamrznuti) U uzorku (g/gsm),
AH yo4a (333.88 J/g) je teorijska entalpija topljenja leda na 0 °C, i AHyzorak entalpija topljenja
leda u uzorku, DM = SM suva masa uzorka. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 4.
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Tabela 4: Vrednosti za vlagu, kolicinu slobodne vode (X" ), temperature topljenja leda
(Tm1 temperatura pocetka prelaza), nesmrzljiva voda (UFW) u uzorku svezeg svinjskog

mesa i osmotski dehidratisanog svinjskog mesa dobijene iz DSC i TGA krivih.

UFW UFW xW
uzorak Vlaga XV e Tmi (9/g SM) (% s (%s
(%) (9/95w) °O) obzirom na obzirom
ukupnu na
vlagu) ukupnu
vlagu)
sveZe svinjsko
meso 73% 0,634 -4.40 2.49 11.6 61.4
Osmotski
dehidratisano 46% 0,141 -23.76 0.86 5.6 40.3
svinjsko meso
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Slika 22. a) TGA i dTG krive svezeg svnjskog mesa. Temperaturski opseg od 20°C do
700°C .

85



100 — 0.5
1332291 gubitak  92.59%]Ukupni gubitak |
(3.646mg) (10.16mg)
80 1 Residue: 0.4
6.817%
y (0.7483mg)

60 “113.57192%) I1 gubitak '_0 g
9 (1:514m8) ™ 21 4194 gubitak na 500 °C [ 2
- A (8.937mg) S
540 =

27.85% 111 gubitak 02§
'(3.057mg) B
A )
201 Y F0.18
18:28% ikl
(2.007mg)™
0 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C)

Slika 22. b) TGA i dTG krive osmotski dehidratisanog svinjskog mesa. Temperaturski
opseg od 20°C do 700°C .

TGA i dTG krive svezeg i osmotski dehidratisanog svinjskog mesa prikazane su na Slici 22.
a) i b). Na termogramu dobijenom za sveze meso jasno se mogu da se uoce tri gubitka
mase. Prvi gubitak mase odreden za sveze svinjsko meso naden u opsegu temperature od
20°C do 200°C iznosio je 73%. Drugi gubitak u temperaturskom opsegu od 200°C do 400°C
iznosio je 14.5% 1 tre¢i gubitak u temperaturskom opsegu od 400°C do 700°C iznosio je
11.0%. Ukupni gubitak mase do 700°C iznosio je za sveze svinjsko meso 98.6%, a ostatak na
700°C iznosi 1.3%.

Dobijene TGA i dTG krive za uzorke mesa osmotski dehidratisanog u melasi, su nesto
slozenije u poredenju s termogramima za sveze svinjsko meso. Vidljiva su Cetiri gubitka
mase. Prvi gubitak mase za osmotski suSeno svinjsko meso iznosi 33.2 % 1 nalazi se u
temperaturskom opseg od 20°C do 160°C, sto je uzi temperaturski opseg od temperaturskog
opsega odobijenog za prvi gubitak mase svezeg svinjskog mesa. Drugi gubitak mase, koji
izbnosi 13.8%, odvija se u temperaturskom opsegu od 160°C do 250°C, tre¢i gubitak mase
sastoji se od dva prekopljena gubitka mase, sto nije slucaj za odgovrajuéi gubitak mase kod
svezeg mesa, i iznosi 27.8%. Cetvrti gubitak mase dobijen za osmotski dehidratisano

svinjsko meso iznosi 18.26% 1 odvija se u temperaturskom opsegu od 400°C do 700°C.

86



Ukupni gubitak mase do 700°C za osmotski dehidratisano svinjsko meso iznosio je 92.6%, a
ostak na 700°C iznosi 6.8%.

Iz prikazanih DSC rezultata dobijenih za a) sveze i b) osmotski dehidratisano svinjsko meso
u otvorenim aluminijumskim ¢anc¢i¢ima (Slika 18.) mogu da se vide tri endotermna prelaza
sa minimumima oko -0.3 °C, 69°C i 93°C kod svezeg mesa koji odgovaraju slede¢im
procesima: prvi topljenju leda , drugi odgovara procesu isparavanja vode koji se odvija u
istom tempraturskom opsegu izmedu 20°C i 100°C kao i denaturacija proteina mesa (H.C.
Bertram et al. 2006, Bertola, Bevilacquia, & Zaritzky, 1994; Stabursvik & Martens, 1980;
Stabursvik, Fretheim, & Froystein, 1984; Wright, 1984) i dva endotermna prelaza kod
osmotski dehidratisanog mesa sa minimumima na -15°C, i 62°C. Procesi denaturacije
proteina pri ovim uslovima nisu jasno izraZeni zbog istovremenog isparavanja vode. Ovaj
proces energetski prevaladava procese denaturacije proteina, tako da je jedino izrazen pik
koji odgovara denaturaciji aktina, T,=93°C, (Stabursvik and Martens, 1980) u slucaju
svezeg mesa, dok u kod osmotski dehidratisanog mesa ovaj pik nije vidljiv.
Eksperimentalni uslovi snimanja u otvorenim aluminijumskim ¢anéicima u Sirokom
temperaturskom opsegu od —90°C do 150°C omogucéavaju pracenje termalnih svojstava
mesa s obzirom na razlike u termalnim karakteristikama koje su izazvane promenom
koli¢ine vode s u uzorku, pri uslovima atmosferskog pritiska.
Tako DSC krive dobijene za sveZe svinjsko meso imaju karakteritiCan simetri¢an prelaz sa
temperaturskim minimumom T,;= -0.3°C koji odgovara topljenju leda. Oblik ovog
endotermnog prelaza Tmi= -0.3°C je s visokim stepenom simetrije pika koja ukazuje na
topljenje leda tj . ukazuje na vodu koja nije naroCito jako vezana za ¢elijske zidove ili za
proteine mesa. Zbog toga nije doslo do velikog krioskopskog pomaka temperature topljenja s
obzirom na ¢istu vodu (teorijski 0°C) 1 entalpije topljenja AH;=115.3J/g (teorijski 334 J/g).
Takva voda je definisana kao slobodna voda (free water) te moze da se zakljuci iz dobijenih
DSC rezultata za sveze meso da se veliki procenat vode u svezem mesu nalazi kao slobodna
voda (Rahman 2009, Guizani et al 2013). Koli¢ina slobodne vode u svezem mesu
izraCunata je po obrascu Koje je postavio Tolstorebrov 2014 (Tolstorebrov et al 2014, Cheng
etal, 2014 i Tylewicz et all 2011) :

AH

Xy = 12
= A, (12)
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Gde je X " kolicina slobodne vode u uzorku (g/gs.), AHo (333.88 J/g) je teorijska entalpija
topljenja leda na 0 °C, i AH entalpija topljenja uzorka.
Dobijeni rezultati koli¢ine slobodne vode u uzorcima su iznosili je X fw = 0,634 g/gn za

sveze i za osmotski suseno meso X Ty = 0,141 9/9sw.-

Fizicko-hemijske osobine hrane bogate vodom su temeperaturski zavisne, s posebnom
osetljivos¢u u temperaturskom opsegu u kojem dolazi do faznih promena vode. Ova
temperaturska oblast zavisi od sastava hrane i definisana je pocetnom temperaturom
smrzavnja i temperaturom eutektika. Najveci broj faznih promena se uglavnom odvija u
uzem temperaturskom opsegu. Termalna svojstva hrane su uveliko zavisna od koli¢ine
smrznute vode, kao i od koli¢ine vode koja se ne smrzava ¢ak i na niskim temperaturama
(Lind,1991).

Rezultati dobijeni iz DSC krivih za sveze i osmotski suSeno mesa dali su podatke 0 pocetnoj,
(onset) temperaturi smrzavanja vode i topljenja leda u svezem i osmotski dehidratisanom
svinjskom mesu u otvorenim ¢anci¢ima. Iz DSC termograma topljenja leda u uzorku svezeg
svinjskog mesa u hermetic¢ki zatvorenim Al-Canci¢oma, Slika 19.a), karakteristicna su dva
termalna dogadanja. Prvo, vidljiv je stepenasti pomak toplotnog toka na niskoj temperaturi, a
zatim sledi glavni endotermalni pik. Prvo termalno desavanje, stepenasti pomak, se odnosi na
staklasti prelaz koji je izazvan koncentrovanjem uzorka usled smrzavanja i koncentrovanjem
Cvrste faze u uzorku. Sledece termalno deSavanje je endotermni pik koji je posledica
topljenja kristala leda koji odgovaraju slobodnoj i vezanoj vodi. (Bchir et al. 2009). Kod
uzoraka svinjskog mesa koje je osmotski dehidriranao, Slika 19. b), dolazi do promena s
obzirom na slobodnu vodu i vezanu vodu te dolazi do pomaka ka nizim temperaturama
pocetne temperature topljenja leda u poredenu sa svezim mesom (Slika 19. a). Ovo se
ocigledno desava zbog osmotskog tretmana uzorka ¢ime se u uzorak dovode materije iz
melase (Seceri...). Time dolazi do smanjenja sadrzaja vode u tkivu mesa i preraspodele
odnosa slobodne i nesmrzljive vode.

Na DSC krivoj osmotski dehidratisanog mesa u otvoreniom aluminijunmskim ¢anc¢i¢ima,
vidljiv je, na prvom endotermnom piku koji odgovara topljenju leda T,= -15°C (Slika 18. b))
preklopljeni manji endotermni pik s temperaturskim minimumom na nesto visoj temperaturi
Tm 0ko -4°C sto moze da se tumaci, S obzirom na temperaturske minimume prelaza, kao
topljenje leda koje odgovara jace i slabije vezanoj vodi. Rezultati dobijeni

termogravimetrijskom analizom uzoraka svezeg i1 osmotski dehidratisanog mesa su u
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saglasnosti s rezultatima DSC analize, poSto se gubitak vode koji se desava do 200°C kod
osmotski dehidratisanog mesa odvija u dva stepena, Slika 21.b). Jasno su izrazena dva
gubitka mase i na TG i dTG krivoj (I i Il gibitak mase), sto ukazuje na postojanje dva tipa
energetski razliito vezane vode. Prvi tip vode je slabije vezana voda koja se gubi do 120°C i
njena koli¢ina iznosi 33.32%, dok je jace vezana voda vidljiva kao gubitak mase do 200°C i
iznsoi 13.79%. Iz dobijenih rezultata izracunata je slobodna voda (Tabela 4.) Odnos slabije
i jaCe vezane vode u osmotski dehidratisanom mesu je promenjen u poredjenju s vodom iz
svezeg mesa, gde jace vezana voda nije vidljiva iz DSC i TGA rezultata. Iz rezultata moze
da se zakljuc¢i da je u osmotski dehidratisanom mesu koli¢ina slobodne vode smanjena
(Tabela 4), te da je preostala slobodna voda energetski jace (gubitak do 200°C Slika 21. b)),
vezana za tkivo mesa nego kod svezeg gde je vidljiv samo jedan tip slobodne vode: jedan
simetri¢an endotermni pik Tp, -0.3°C (Slika 18.a) i jednostepeni gubitak mase do (200°C)
zabelezen na TGA krivoj Slika 21. a). Ovakva termalna deSavanja (DSC rezultati) su kod
uzoraka podvrgnutim osmotskoj dehidrataciji zapazili su i drugi autori ( Ross, 1986, Bachir
et al 2009, Ohkuma et al. 2008, Cornillon 2000), tako Cheng i saradnici (Cheng et al 2014)
koji su proucavali termalne karakteristike osmotski dehidratisanih jagoda dolaze do sli¢nih
zaklju¢aka. Sto se tie osmotski dehidratisanog mesa, u novijoj literaturi nema mnogo
podataka 0 koli¢ini slobodne vode prisutne u osmotski dehidratisanom mesu. Roos je
(Ross, 1986) je na osnovu DSC analize dao vrednosti za sadrzaj slobodne vode (frozen
water) u sveZzem mesu severno americkog jelena koja je iznosila 59.8%, dok je nesmrzljiva
voda (unfreesible water) iznosila 15.1%. Rezultati za sadrzaj slobodne vode (frozen water)
dobijeni u ovom radu iznose 61.4% i za nesmrzljivu vodu (unfreesible water) 11.6% za sveze
svinjsko meso. Rezultati za sadrzaj slobodne vode (frozen water) dobijeni za osmotski u
melasi suseno svinjsko meso iznose 40.3% i za nesmrzljivu vodu (unfreesible water) 5.6%.
Nesto je vise podataka o sadrzaju slobodne vode u mesu riba. Tako su Tolstorebrov i
saradnici (Tolstorebrov et al 2014) odredili slobodnu vodu misi¢a bakalara (atlantic cod)
koja se kretala u opsegu od 5.1 do 8.5 % .

Fricke i saradnici (Fricke et all 2001) su u svom radu prikazali tabelarno literaturne vrednosti

dobijene za koli¢ine slobodne vode za razli¢ite namirnice Tabela 5.
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Thbela 5. Slobodna voda (frakcija leda), specifi¢ni toplotni kapacitet, entalpija i toplotna
provodljivost razli¢itih namirnica s obzirom na slobodnu vodu (Fricke et all 2001). wyo

maseni udeo vode u nesmrznutoj hrani.

Termalno svojstvo Broj Materijal
rezultata
Frakcija leda 13 sok od naranc¢e (Wy,,=0.89)

14 teletina (Wyo=0.74)
14 bakalar (wy,=0.82)

Toplotni kapacitet 10 bakalar (wy,=0.89)
10 teletina bez masti (Wy,,=0.82)
7 jagnjeci bubrezi (Wy,=0.798)
7 jagnjece slabine(Wy,,=0.649)
7 umereno masne jagnjece

slabine(w,,=0.444)

7 masne jagnjece slabine (Wy,o=0.775)
7 teletina (Wy,,=0.775)
Entalpija 5 sok od jabuke (wy,,=0.872)
5 sok od naran¢e(Wy,,=0.89)
16 bakalar (wy,,=0.80)
16 bakalar (wy,,=0.84)
16 Smud (Wyo=0.79)
18 teletina bez masti (wy,0=0.74)
16 bakalar (wy,,=0.82)
Toplotna provodljivost 32 teletina (Wy,=0.74)
8 riba
20 jagnjetina
9 zivinsko meso

Poznato je da misi¢no tkivo sadrzi oko 75% vode. Najveci deo miofibrilarne vode , oko 85%
se nalazi unutar guste miofibrilarne proteineske mreze (intramiofibrilarno), dok se 15%
nalazi izvan ove mreze. Sa anatomskog gledista voda u misi¢cnom tkivu je rasposrtanjena u
intrafibrilarnoj i ekstrafibrilarnoj mrezi (Pearce et all 2011).

Voda u intrafibrilarnoj mrezi je smestena u miofibrilarnom prostoru izmedu debelih i tankih

filamenata.
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Voda u ekstrafibrilarnom prostoru nalazi se :

-u sarkoplazmi, u prostoru izmedu miofibrila (intermiofibrilarno)

- u prostoru izmedu mis$i¢nih vlakana i u interfascikularnom prostoru

-u ekstrafascikularnom prostoru (Slika 10.)

Gledano sa biofizickog aspekta miofibrilarna voda moze da se klasifikuje u tri osnovne grupe
i to 1) voda vezana za protein preko proteinskih hidrofilnih grupa-¢vrsto vezana voda, 2)
zarobljena imobilizirana ili nepokretna voda, odlikuje je manje uredena struktura (s obzirom
na elektrostaticka privlacenja), 3) slobodna voda koju odrzavaju kapilarne sile i ¢ija je
molekulska orjentacija potpuno nezavisna od elektrostati¢kog privlacenja.

Glavna odlika vode vezane na protein je veoma smanjena pokretljivost, §to je ¢ini
nepokretnom, zbog ¢vrstine veze, ¢ak 1 pri upotrebi jakih mehanickih ili fizickih sila kao Sto
su zamrzavanje ili grejanje. (Fennema,1985). Povrsina proteina ima veliki broj naelektrisanih
grupa koje ¢vrsto vezu molekule vode i na taj nacin povecavju njenu gustinu (Cantor i
Chimmel, 1980). Sevurgun i autori su tek 1998. (Sevurgun et al 1998) dokazali pomoc¢u
metode rasejanja X- zraka pod malim uglom (SAXS) da prvi monosloj vode na proteinu ima
prosecnu gustinu za 15% vecu nego $to je gustina same vode. Ovo su potvrdili Merzel i
Smith (Merzel i Smith 2002) i objasnili fizicko poreklo ove pojave koriste¢i metode
molekulske dinamicke simulacije (MD). Vezana voda predstavlja veoma mali udeo ukupne
vode prisutne u ¢eliji miSica i ¢ini oko 0.5g vode po gramu proteina. Ukupna koncentracija
proteina u misi¢u ¢ini 200 mg/g, prema tome vezana voda ¢ini manje od 1/10 ukupne vode
miSic¢a. Koli¢ina vezane vode se gotovo ne menja ili je njena promena veoma mala u post-
rigor misi¢u (Huff-Lonergan i Lonergan 2005).

Offer i Cousin (Offer i Cousin 1992) su pokazali postojanje dve vrste intercelularnih prostora
u post mortem misi¢u i to: a) odmah nakon ubijanja pokazano je postojanje malog
intercelularnog prostora, b) neko vreme post mortem pojavljuje se prvi intercelularni prostor
izmedu vlakna i perimisiuma 1ic¢) misi¢ u rigor mortis pojavljuje se prostor izmedu vlakana
u pojedinom snopu. Ukupni protok (bulk flow) izazvan kapilarnim silama odvija se u ovim

intracelularnim prostorima (Schmidt 2008).

Iz rezultata dobijenih u ovom radu jasno moZe da se zaklju¢i da osmotskom
dehidratacijom mesa u melasi Secerne repe dolazi do ocekivanog gubitka vode ali i do
promene u jacini interakcija preostale slobodne vode s proteinskom osnovom i

smanjenja Kkoli¢ine vezane vode u proteinskoj osnovi u poredenju s vodom sveZeg
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mesa. Vezana voda smanjuje za oko 4%, a slobodna voda kod osmotski
dehidratisanog mesa uop$teno ima energetski jacu interakciju za ¢vrstu proteinsku
osnovu nego kod sveZeg mesa, oc€igledno je postojanje dva energetski razli¢ita stepena
interakcije ili veze slobodne vode u osmotski dehidratisanom svinjskom mesu. MoZe
da se pretpostavi da ova dva energetski razli¢ita stepena jaline vezivanja vode
odgovaraju slobodnoj vodi koju odrzavaju kapilarne sile (slabije vezana) i zarobljenoj
tzv. imobiliziranaoj vodi.

S obzirom na to da se oko 85% vode miSi¢nog tkiva nalazi unutar guste miofibrilarne
mreZe (intermiofibrilarno), a 15% se nalazi izvan ove mreZe (ekstrafibrilarno), iz
dobijenih rezultata mozZe da se zaklju¢i da osmotskom dehidratacijom dolazi do
izuzetno velikih promena u mehni¢koj strukturi mesa. O veli¢ini ovih promena
najslikovitije govori promena koli¢ine vezane vode koju odlikuje nepokretnost upravo
zbog ¢vrstine veze ¢ak i pri upotrebi jakih mehanickih ili fizickih sila kao Sto su
zamrzavanje ili grejanje (Fennema, 1985). O¢igledno je da  osmotskom
dehidratacijom dolazi do promene i pregrupisavanja preostale slobodne vode u dva
oblika $to ukazuje na mehani¢ko strukturne promene u interfibrilarnoj mrezi i
pojednostavljivanje strukture proteinske osnove. Ovo pojednostavljivanje strukture
proteinske osnove verovatno obuhvata fazne prelaze Evrsto-te¢no koji se deSavaju u
zatvorenim, prostorno geometijskim ogranic¢eninjima gde su predvideni pomaci temperature
topljenja u zavisnosti od Sirine pora po Gibbs—Thomson-ovoj jednacini (Jahnert et all
2008). Strukturne promene u interfibrilarnoj mrezi i pojednostavljivanje strukture
proteinske osnove su u smislu obrazovanja tri struktrna nivoa osmotski dehidratisanog
mesa, koja se odnose na:

1. strukturni nivo vode vezane na protein tj. postojanje proteinske strukture i posle
osmotske dehidratacije (Strukturni nivo 1);

2. strukturni nivo mreze sa ujedna¢eno manjim porama tj. nivo energetski jace vezane
nepokretne vode (Strukturni nivo I1);

3. strukturni nivo mreze sa ujednadeno vec¢im porama tj. nivo ergetski slabije vezane
nepokretne vode (Strukturni nivo 111).

Iz dobijenih rezultata termogravimetrijske analize svezeg i osmotski osuSenog svinjskog
measa dobijeni gubici mase se slazu sa literturniom podacima. Tako su Deydier i sradnici
(Deydier et al 2005) TGA analizom nasli da prvi gubitak do 180°C odgovara isparavanju
vode, drugi gubitak zabiljezen u tempreaturskom rasponu od oko 180 do 300°C predstavlja
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isparavanje jedinjenja male molekulske mase i/ili reakcije razlaganja. Slede¢i gubitak mase u
temperaturskom opsegu od 250°C do 500°C, je takozvani stepen sagorevanja gde se sva
organska materija razlaze do H,O, CO, itd. Odredeni procenat ostatka predstavnja pepeo.
Dobijeni rezultati termalne anlize svezeg i osmotski dehidratisanog svinjskog mesa ukazuju
na na sli¢ne strukturne promene mesa koje se deSavaju pri osmotskoj dehidrataciji melasom
Secerne repe kao 1 pri tretiranju mesa osmotskim rastvorima koji se sastoje od razlicitih soli

(Marchetti et al 2013, Matinez-Alvarez i Gomez-Guillen 2006).

4.1.2. 1zotermalna DSC i TGA kalorimetrija osmotski susenog svinjskog mesa
Izotermalnim tretmanom osmotski susenog svinjskog mesa DSC i TGA termalnim tehnikama
eksperimentalno je dodatno pokazano da moze da se pretpostavi da ova dva energetski
razli¢ita stepena jacine vezivanja vode odgovaraju nivou energetski jace (strukturni nivo
I1) i energetski slabije vezane (Strukturni nivo I11) imobilizirane, nepokretne vode. Na
Slici 23. prikazne su a) DSC kriva i b) TGA kriva dobijene pri izotermalnom tretmanu
osmotski susenog svinjskog mesa na 30°C u toku 40 min, a posle cega je nastavljeno
snimanje DSC do 120°C i TGA do 700°C.

a) b)
02 1004 — 175
Dl’llgl ciklus gre&a%a 31.61%1 gllbl'[&k 30°C/60min 1zoterm.
0d3°Cdo%0° (3.665mg) 96. 46%Ukupnl itak
i 80 (1 18mgy 14
001
5 0 8.556% I1 gubitak Residue: | | ~
5 29.99°C . { (0.991 9mg§u 3.504% 4
< 169.97g <00, §13.030% I gubita (04063mg) | 135
202 s y(151lmg) 9
= 0 d \ o
5, et S 4] 11820% v gubitak | 12
& L;ET Prvi ciklus grejanja od 3 °C do 120 °C, y(2.112mg) E
! | izotermalno 30 °C/60 min i 2
] 201 25.05% V gubitak| [ !
[zotermalno 30 °C/60 min | (2904mg) Y
O'UO 200 40 60 8 100 120 0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Slika 23. su a) DSC kriva i b) TGA kriva dobijene pri izotermalnom tretmanu osmotski
susenog svinjskog mesa na 30°C u toku 60 min, posle ¢ega je nastavljeno snimanje DSC do

120°C i TGA do 700°C, pri brzini snimanja (Hr 5°C/min).
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Ocigledno je da pri izotermalnom tretmanu dolazi do gubitka dela slabije vezane vode, u
ovom slucaju pri uslovima temperature od 30°C u vremenu od 40 min, gubitak slabije vezane
vode, strukturni nivo 111, iznosi oko 31.1%, dok je jace vezana voda Strukturni nivo 11,
prisutna u koli¢ini od 8.5% (Slika 21. b) TGA kriva).

4.2. Cikli¢no zagrevanje i hladenje osmotski susenog svinjskog mesa DSC metodom

Ciklicnim zagrevanjem i hladenjem osmotski dehidratisanog svinjskog mesa, u
temperaturskom opsego od -90°C do 100°C, u hermeticki zatvorenim ¢anc¢i¢ima, pokazano je
da pri ponovljenom zagrevanju uzorka osmotski osuSenog mesa (Slika 24. i Slika 25.C4)
dolazi do promena endotermnog procesa topljenja vode. Moze da se vidi da endotermni
prelaz koj odgovara topljenju vode u uzorku, postaje jos slozeniji (‘rame' na -17°C, kojeg
nema u prvom zagrevanju (Slika 25, C2) gde postoji samo rame na oko -14 °C, §to ukazuje
na dvostepenski proces koncentrovanja uzorka (Bchir et al. 2009), a opet ukazuje na
strukturne promena i reorganizacijuproteinske osnove. To dalje pokazuje da dolazi do
restrukturiranja usled promena u odnosu jace i slabije vezane vode (strukturni nivo Il i

strukturni nivo I11)

1.351 T
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drugo hladjenje f
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(9]
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Slika 24. DSC krive ciklicnog hladenja i grejanja osmotski suSenog svinjskog mesa,

zajednicki prikaz svih ciklusa hladenja i grjeanja.
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“Slika 25. DSC krive ciklickog hladenja i grejanja osmotski susenog svinjskog mesa u

hermeti¢ki zatvorenim

aluminijumskim c¢anci¢ima: Cl-hladenje od 40°C do -90°C,

Cr=5°C/min; C2-grejanje od -90°C do 90°C, Hr=5°C/min; C3- hladenje od 40°C do -90°C,

Cr=5°C/min; C4-grejanje od -90°C do 90°C.
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4.3. DSC i TGA analiza sveZeg mlevenog i osmotski, u meslasi osusenog mlevenog

svinjskog mesa

Na Slici 26 prikazan je DSC termogram svezeg mlevenog svinjskog mesa u otvorenim
aluminijumskim ¢anc¢i¢ima u temperaturskom opsegu od -90°C do 250°C, a na Slici 27. dat
je DSC termogram osmotski dehidratisanog mlevenog svinjskog mesa u otvorenim
aluminijumskim ¢anc¢i¢ima. Temperaturski opseg bio je -90°C do 250°C. Usporedivanjem
sa odgovaraju¢im DSC termogramima dobijenim za sveze i osmotski dehidratisano svinjsko
meso, oCigledna je razlika termalnih karakeristika. Ove razlike su proizasle zbog usitnjavnja
1 mlevenja svezeg mesa, ¢ime su izazvane znac¢ajne promene strukture, kidanje strukturnih
formacija mesa ekstrafibrilarne i interfibrilarne mreze i samih miofbrila. Ove promene mogu
da dovedu i do delimi¢nog kidanja miozina $to dovodi do disocijacije miozinskih teskih
lanaca (Thorarinsdottir et all 2002). Pri tome dolazi do znacajnih promena u sadrzaju vode u
ovakvom mesu (Bertram et al 2002), te dolazi do znacajnog gubitka vode iz ekstrafibrilarnog
prostora. O tome svedoce TGA krive dobijene za sveze i osmotski dehidratisano meso Slike
27. 1 28. Tako koli¢ina prisutne vode u svezem mlevenom mesu iznosi 6.2%, Sto je velka
razlika u poredenju sa sa svezim svinjskim mesom gde je koli¢ina vode oko 75%. Isto tako
osmotski dehidratisano mleveno svinjsko meso sadrzi 3.6% vode (Slika 28), pa iz ovih
razlika poticu i strukturne razlike proteinske osnove i termalna svojstva kao §to je vidljivo iz

DSC krivih svezeg i osmotski susenog svinjskog mesa Slike 25. i 26.
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Slika 26. DSC krive svezeg mlevenog svinjskog mesa u otvorenim aluminijumskim

¢anéi¢ima.

Na DSC krivoj svezeg mlevenog mesa vidljiva su dva staklasta prelaza (Tq i Tg2) na
temperaturi -24.8°C i -1.3 °C, za kojima slede endotermni prelazi na 25°C i 44°C a zatim
preovladujuéi dvoslozni endotermni prelaz s minimumima temperatura na 102°C i 196°C.
Staklasti prelazi poticu od smanjenja koli¢ine vode u uzorku. Takode je vidljivo i izostajanje
faznog prelaza topljenja leda, sto ukazuje na odlike uzorka koji sadrzi samo nesmrzavajucu
vodu (unfreezible water).

DSC kriva dobijena za sveze mleveno meso veoma lici na DSC krivu koju su dobili
Fernandez-Martin (Fernandez-Martin et al 2009) takode za mleveno svinjsko meso u
temperaturskom opsegu od 10 °C do 90 °C.

Karakteristi¢na razlika u pocetnoj temperaturi smrzavanja (Lind 1991, Cheng et al 2014) za
sveze 1 osmotski dehidratisano meso prethodno opisana, u ovom slucaju (mleveno meso)

nepostojanja slobodne vode u uzorcima mesa, ,,zamenjuje” karakteristican pomak
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temperature staklastog prelaza Ty, ka viSim temperaturama pri smanjenju vlage (Telis i
Sobrai 2002, Sunooj et al 2009), koji se vidi iz DSC krivih svezeg mlevenog mesa i osmotski
dehidratisanohg mlevenog mesa.

Pored toga, Marchetti i saradnici (Marchetti et al 2013) pokazali su da dodatkom soli u
smes$u mlevenog mesa dolazi do smanjenja termalne stabilnosti miofibrilarnih proteina. To
dovodi da se termalna denaturacija miozina i aktina priblizavaju te da dolzi do pojave jednog
termalnog endotermonog prelaza. Ovaj prelaz odgovara uglavnom denaturaciji aktina, kao
§to je nadeno u literaturi (Kijowski & Mast,1988; Graiver et al, 2006) i $to je takode dobijeno

iz DSC rezultata mlevenog mesa u ovom radu (Slika 27).
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Slika 27. DSC kriva osmotski dehidratisanog mlevenog svinjskog mesa u otvorenim
aluminijumskim ¢anc¢i¢ima.
Iz TGA krivih svezeg i osmotski dehidratisanog mesa (Slike 28 i 29) vidljiva je znacajna
promena koli¢ine i jacine vezivanja vode u svezem mlevenom mesu i osmotski
dehidratisanom mlevenom mesu. Tako su u svezem mlevenom mesu vidljiva dva stepena
gubitka vode (prvi gubitak 2.3% i drugi gubitak 3.9%), koji odgovaraju jace i slabije vezanoj

nesmrzavajucoj vodi (nema prelaza koji odgovara topljenju leda na DSC krivima).
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Slika 28. TGA d TG krive svezeg mlevenog svinjskog mesa. Temperaturski opseg 25°C do
700°C.
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Slika 29. TGA d TG krive osmotski suSenog mlevenog svinjskog mesa. Temperaturski opseg
25°C do 700°C.
Kod osmotski susenog mlevenog mesa gubitak vode je 3.6%, i odvija se jednostepeno, $to

ukazuje na homogeni karakter vezane nesmrzavaju¢e vode prisutne u ovom uzorku. Dalji
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gubici mase do, oko 400°C i 600°C poticu od dvostepene potpune termalne razgradnje
uzoraka (Deydier et al 2005). Dobijeni rezultati termogravimetrijske analize u potpunosti

potkrepljuju rezultate dobijene DSC analizom.

4.4. Staklasti prelaz osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u melasi Seéerne repe i

sveZeg svinjskog mesa

Termalno ponasanje uzoraka svinjskog mesa prikazano je na Slikma 19.a), b) i 20. .a), b).
Sveze svinjsko meso s procentom vlage oko 75% karakterSu tri endotermna prelaza dobijena
na DSC krivoj sa minimumima na -0.3 °C, 69 °C i 93 °C, kao sto je ve¢ objasnjeno. Prvi
predstavljaja topljenje leda, drugi endotermni prelaz s temperaturskim minimumom na
69°C je isparavnje vode i denaturacija proteina mesa i to proteina kolagena (Stabursvik and
Martens, 1982) sa ukupnom entalpijom prelaza AH 970 J/g (Cofrades, & Jiménez-
Colmenero, 2009). Tre¢i pik predstavlja denaturaciju aktina (Stabursvik i Martens, 1980,
Tornberg, 2005, Marchetti et al 2913). Osmotskom dehidratacijom dolazi do smanjenja
kolicine vode u mesu tako da je dobijeno osmotski dehidratisano meso sa 38.1% vlage
Slikma 18. b). Smanjenje entalpije prelaza koji odgovara isparavanju vode i denaturaciji
proteina mesa u uzorku osmotski dehidratisanog mesa u odnosu na sveze svinjsko meso,
potice od smanjenja koli¢ine vode u uzorku dobijenom osmotskom dehidratacijom. Ovaj
prelaz, u temperaturskom opsegu od 30-100 °C , kako su pokazali Marchetti i saradnici
(Marchetti et all 2013) kod mesa tretiranog rastvorima soli dvodi i do smanjnja termalne
stabilnosti miofibrilarnih proteina. Zbog toga se temperature miozina i aktina priblizavaju,
dajuci prakti¢no jedan endotermni prelaz, sa eventualnim pojavljivanjem ,ramena“ na
tempraturi od oko 52°C (Fernandez-Martin, Lopez-Lopez 2009). Slicne termalne odlike su

dobijene i za svinjsko meso osmtski dehidratisano u melasi secerne repe, Slika 19. b).

Osmotski dehidratisano meso je podvrgnuto daljem susenju na sobnoj temperaturi. Dobijeni
su uzorci sa smanjenom koli¢inom vlage i to sa 38, 35, 26, 20, 6 i 3,8% vlage. Ovi uzorci su
podvrgnuti termalnoj analizi. Na Slikama 30. 31. i 32 prikazane su DSC i TGA krive
uzoraka osmotski dehidratisanog mesa s razli¢itim procentima vlage. U Tabeli 6. prikazani
su rezultati dobijeni iz DSC i TGA krivih.
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Slika 30. DSC krive uzoraka osmotski dehidratisanog mesa s razli¢itim procentima vlage:
38.1%; 35.0%; 26.3%; 20.7%; 5.9%; 6.0% i 3.8%.
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Slika 31. a) Tipi¢na DSC kriva osmotski dehidratisanog i dosusenog svinjskog mesa sa

malim procentom vlage (<20% )
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Slika 32. b) Tipi¢cna TGA kriva osmotski dehidatisanog i dosusenog svinjskog mesa s malim

procentom vlage (<20%).
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Slika 33. TGA i dTG krive uzoraka osmotski dehidratisanog mesa sa razli¢itim postotcima
vlage: 38.1%; 35.0%; 26.3%; 20.7%;5.9% i 3.8%.
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Tabela 6. Vlaga, temperature staklastog prelaza (To, Ty i Tend), topljenje leda i aktivnost
vode osmotski osusenog svinjskog mesa sa smrzavaju¢om (freezable) i nesmrzavaju¢om

(unfreezible) vodom.

To Tq Tend ACp Topljenje aw
(temperatura | (temperatura | (temperatura . .
Viaga pocetka staklastog Kraja E(ZOE;L?EQ'[I leda (al:/t(;\ég)o st
staklastog prelaza) staklastog staEIasto (O
(%) prelaza) prelaza) prelaza)g
(&) (C) ©° /)
38.10 - - - - -37.0£0.9 | 0.745
35.02 - - - - -32.8+1.0 | 0.732
26.28 - - - - -33.3+0.8 | 0.724
20.70 - - - - -31.4+1.0 | 0.720
5.90 -20.243.0 -10.31£1,1 -2.62+£2.5 0,728+0.020 | - <0.7*
3.77 -17.243.1 -6.8+£1.0 -1.81£2.7 0.721£0.015 | - <0.7*

* nije moguce odrediti pomocu tehnika termalne analize.

Vidljiva odlika uzoraka osmotski dehidratisanog mesa sa smanjenom kolicinom vlage, ispod
20% je pojavljivanje staklastog prelaza (Tg) (Slike 30 i 31). U uzorcima s vlagom iznad 20%
vidi se pomeranje temperature topljenja leda karakteristicno za uzorke koji imaju
smrzavajucu vodu. Ocigledno je pomeranje temperature staklastog prelaza s razli¢itim
sadrzajem vlage u uzorku. Tako pri smanjenju procenta vlage dolazi do pomeranja staklastog
prelaza ka ve¢im temperaturama (Slika 30 i Tabela 6).

Dalje smanjenje vlage u osmotski dehidratisanom mesu od 20% do 3.7% dovelo je do
promena u materijalu i termalnog ponasanja uzoraka karakteristicnog za materiajale koji
sadrze nesmrzavjucu vodu (Shia et al., 2009, Sablani et al, 2007, Delgado and Sun, 2002,
Rahman et al., 2003, Fan i Roos, 2016). Posto je najveci deo vode vezan za ¢vrstu proteisku
osnovu uzorka mesa uzorci osmotski dehidratisanog svinjskog mesa, s vlagom ispod 20%,

pokazali su postojanje staklastog prelaza.
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Slika 34. DSC kriva sa odredenim staklastim prelazom (Tg) svezeg svinjskog mesa.

Staklasti prelaz u svezem svinjskom mesu (Slika 33.) naden je kod svezeg svinjskog mesa
koje je smrznuto na -90°C, uravnotezeno na toj temperaturi i zatim snimano brzinom
5°C/min. Odredene karakteristicne temperature staklastog prelaza iznose T, = -57.53°C, Ty =
-53.88°C, Teng =-48.05°C i ACp=0.089 J/g.

Stkalasti prelaz (Ty) je termodinamicki prelaz drugog reda. Njegov znacaj je u pracenju
promene svojstava materijala s promenom temperature u vremenu, kao i znacaj u
prepoznavanju stanja vode koja je prisutna u uzorku. Pokretljivost molekula kod materijala je
znacajno smanjena ispod temperature staklastog prelaza, zbog ¢ega se postize i produzena
trajnost (zbog usporavanja negativnih procesa, kao sto su gubitak teksture, enzimsko
kvarenje, gubitak ukusa) pri cuvanju na temperaturama ispod staklastog prelaza Tg.
(Mitchell, 1998, Guizani et al., 2010). Autori Levin i Slide su prvi pokazali da temperature
staklastog prelaza (Tg) uticu na na stabilnost matriksa hrane (Levine i Slade 1986 , Slade i
Levine 1988), posto na temperaturama ispod Ty voda koja se nalazi u koncentrovanoj fazi

postaje kineticki nepokretna i ne ucestvuje u reakcijama (Rahman, 2006 Akkose et al 2008).
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Kasnije je to dovelo do tzv. koncepta staklastog prelaza koji je, uz ve¢ postojieci koncept
aktivnosti vode davao sveobuhvtniju sliku o stabilnosti hrane (Sunoj et al 2009, Rahman et
al., 2003; Sablani et al., 2007 Rahman 2006, Tolstorebrov et al 2014, Lee A. L. i Wand
2001).

Temperatura staklastog prelaza svezeg svinjskog mesa odredena u ovom radu iznosi
-53.941.0°C. Literaturnih podataka za staklasti prelaz svezeg mesa je relativno malo. Vecina
autora je za staklasti prelaz svezeg mesa odredila niske temperature. Na primer za teletinu,
izmedu od -40°C i -60°C (Akkose 2009), osim Levina i Brake (Levine &Slade 1989, i Brake
&Fennema 1999). Tako su nadene vrednosti za temperaturu staklastog prelaza sveze teletine,
Ty = -60°C koju su odredili Rasmussen i saradnici (Rasmussen, 1969), Tq = -40°C Simatos i
saradnici (Simatos 1975), Levin i Slade su nasli Tg > -5 °C, (Levine i Slade, 1989), a Brake
i Fennema su odredili da je Ty = -12 °C (Brake & Fennema, 1999). Za sveze meso ribe
nadeno je da se temperatura staklastog prelaza kre¢e na veoma niskim temperaturama
izmedu -83 °C i -53 C (Tolstorebrov 2014 , Orlien et al.,2003; Rahman et al., 2003; Shi et
al., 2009). Staklasti prelaz za meso tune iznosio je izmedu -71°C i- 68 °C kako su nasli
Inue i Ishikawa (Inue 1997). Podataka o temperaturi staklastog prelaza za svinjsko meso je
veoma malo. Hansen i saradnici (Hansen et al 2003) su proucavli mobilnu fazu rastvorka u
smrznutom svinjskom mesu (Longissimus dorsi) pomocu elektron-spin rezonantne
spektroskopije (EPR) i dali dokaze za postojanje staklastog prelaza na temperaturi od -55°C
Sto je veoma blisko temperaturi stklastog prelaza odredenoj za sveze svinjsko meso
(Longissimus dorsi) u ovom radu DSC tehnikom, koja iznosii Ty =-53.9£1.0 °C.

Poznato je da je u vodenom sistemu (sveze meso sadrzi oko 75% vode) pojava staklastog
prelaza moguca na temperaturama nizim od temperature kristalizacije (Ruiz-Cabrera i
Schmidt 2015, Ogawa i Osanai 2012, Suzuki i Franks 1993), te da stakalsti prelaz T, zavisi
od koncentracije rastvorka prisutnog u smrzavanjem koncentrovanoj fazi (Inue 1997).
Gledano sa fizickohemijskog stanovista moze da se zakljuéi da pojava staklastog prelaza kod
svezeg mesa isklju¢ivo zavisi od uslova termalnog tretmana mesa koji omoguéavaju
maksimalno koncentrovanje smrzavanjem na nekoj temperaturi. Tako izazvane strukturne
pojave dovode do reorganizacije materijala i pojave staklastog prelaza (Orlien 2003,
Rahman 2003, Simatos 1995 Roos and Karel 1991, Sahagian and Goff, 1994). Odredivanje
staklastog prelaza u materijalima sa velikim sadrzajem vode je slozen process, koji zahteva
odredene eksperimentalne uslove karakteristicne za pojedine vrste materijala (Jin-Hong

Zhao, 2015). Pokazano je da pri odgovarajucoj proceduri odgrevanja (anealling) u uskom
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temperaturskom opsegu izmedu temperature staklastog prelaza i temperature pocetka
topljenja dovodi do zakasnele, odgodene kristalizacije (Sahagian and Goff 1994, Zhao,
2015).

Pri osmotskoj dehidrataciji dolazi do gubitka vode u mesu, te do ve¢ opisneog termalnog
ponasanja osmotski dehidratisanog mesa. Daljim smanjenjem koli¢ine vlage u uzorku dolazi
do karakteristicne pojave staklastog prelaza u uorcima s nesmrzavaju¢om vodom, tako §to
dolazi do pomeranja Ty temperature ka vi§im temperaturama sa smanjenjem procenta vlage u
uzorku. Dalje smanjenje vlage u osmotski dehidratisanom mesu, od 20% do 3.7% izazvalo je
promene u materijalu i termalno ponasenje uzoraka karakteristicno za materiajale koji sadrze,
nesmrzavjuéu vodu (H. D. Goff 1994, Delgado and Sun, 2002, Rahman et al., 2003, Sablani
et al, 2007, da Silva 2008., Shia et al. 2009). Posto je najveca koli¢ina vode vezana za
¢vrstu proteinsku osnovu mesa, uzorci osmotski dehidratisanog svinjskog mesa s
vlagom ispod 20%, pokazali su postojanje staklastog prelaza. Sli¢ne su rezultate dobili
Venturi i saradnici (Venturi et al 2007.) za osuSeno pile¢e meso. Tako, pile¢e meso sa
procentom vlage od 26% i a,, 0.86 nije imalo endotermni pik koji odgovara topljenju leda na
DSC krivoj, §to zna¢i da uzorak sadrzi nesmrzavaju¢u vodu. U ovom radu, odsustvo
endotermnog pika topljenja vode nadeno je u uzorcima koji imaju manje od 20% vlage, a
odredena aktivnost vode (ay) je manja od 0.720, $to su uporedljive vrednosti s rezultatima
Venture i saradnka (Venturi et al 2007.) posto je re¢ o razli¢itim vrstama mesa. U ovom
radu su prvi put nadene i odredene temperature staklastog prelaza za suseno svinjsko
meso S vlagom nizom od 20%.

Temperature staklastog prelaza osmotski dehidratisanog svinjskog mesa koje su nadene u
ovom radu pri malom sadrzaju vlage, ne mogu da se nadu u literaturi za svinjsko meso pri
tako malim procentima vlage, pa moze da se kasze da su vrednosti za Ty osmotski suSenog i
dosusenog svinjskog mesa prvi put odredene i date u ovom radu. Venturi i saradnici
(Venturi et al 2007) nisu zabelezili pojavljivanje staklastog prelaza kod pileceg mesa
osusenog smrzavanjem, pri procentima vlage od 26 od 1% . 1z toga bi moglo da se zaklju¢i
da postojanje staklastog prelza kod uzoraka s vlagom manjom od 20% kod osmotski
osusenog svinjskog mesa u melasi SeCerne repe, izaziva posebni sastav osmotskog
rastvora - melase SecCerne repe ¢ije komponente medusobno reaguju s matriksom mesa i

izazivaju tzv. plastifikovanje uzorka (Inoue i Ishikawa 1997, Haque 2005).
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S druge strane temperature odredenih staklastih prelaza dobijene u uzorcima koji sadrze
nesmrzavaju¢u vodu osmotski dehidratisanog svinjskog mesa (Tabela 6.) su uporedene s
temperaturama staklastog prelaza dobijenih za kristale proteina lizozima iz belanceta i
konjskog mioglobina (Inoue i Ishikawa 1997) pri razli¢itom sadrZaju vlage pomocu metode
DSC u temperaturskom rasponu od -265°C do 28°C. Tako je nadeno da Ty lizozima zavisi od
koli¢ine vode. Pri procentima vlage ve¢im od 24% temperatura staklastog prelaza lizozima
T, ostaje nepromenjena i iznosi oko -123°C . Pri procentima vlage ispod 24% Ty se povecava
sa smanjenjem vlage, te pri procentu vlage od 7.45% iznosi -73°C. Panagopoulou i sradnici
(Panagopoulou et al 2011 ) proucavali su, DSC metodom, ponasanje albumina govedeg
seruma seruma (BSA) u rastvorima i u obliku hidratisanih ¢vrstih peleta. Staklasti prelaz ovih
sistema je naden pri uslovima kritiénog sadrzaja vode koji odgovara prvom sorpcionom sloju,
gde su molekule vode direkno vezane na primarna hdrataciona mesta (0.073g vode po gramu
suvog proteina). Ty (-80°C) je naden kod uzoraka ¢ija je hidratacija niza od one neophodne
za kristalizaciju vode za vreme hladenja -manje od 0.3 grama vode po gramu hidratisanog
protein (Panagopoulou et al 2011 ), sto je vrlo blisko vrednosti sadrzaja vode dobijenoj u
ovom radu, pri kojoj se pojavljuje stasklasti prelaz (Tabela 6, Slika 30).

Ocigledno su vrednosti dobijene u ovom radu za Tg4 svinjskog mesa s niskim procentom
vlage, oko 7%, T4 = -6.8°C, dosta razli¢ite u poredenju sa Ty nadenim za lizozim. Zbog toga
moze da se kaze da pri procentima viage od oko 20% odredena u ovom radu, ¢emu je
bliska vrednost 24% vlage koju su dobili Miyazaki i saradnici (Inoue i Ishikawa 1997), i
niZe, dolazi do znacajnih promena u stanju i ponasanju vode prisutne u uzorku, tj. do
promena ponasanja proteinske osnove kao materiajla koji sadrZi nesmrzavjucu vodu.
Venturi i saradnici (Venturi et al 2007) u svom radu su zakljucili da ‘“hidrataciona voda
makromolekula i/ili biomembrana je ona ¢ija fizi¢ka svojstva postaju razli¢ita od od svojstava
Ciste vode”. Zbog toga dobijeni DSC rezultati za osuseno pilece meso (Venturi et al 2007) s
vlagom od 30-40% imaju vodu za koju moze da se kaze da je “razlicita od Ciste vode”, i zbog
male verdnosti a, i zbog nemogucnosti smrzavanja na 0°C. Dobijena vrednost 35.9%
nesmrzavajuce vode je u opsegu odredene vrednosti za pojavu “bulk” vode. Time zakljucuju
da su i tehnikama DSC i NMR otkrili isti proces hidratacije. Medutim NMR rezultati koje su
dobili isti autori (Venturi et al 2007) su bili u suprotnosti s DSC rezultatima jer se
pokretljiva, mobilna voda pojavljuje u opsegu vlage 17-35.9%, za koje DSC rezultati
pokazuju nesmrzavahju¢u vodu. Sli¢na pojava je nadena u skrobnim i celuloznim sistemima

i takva voda je nazvana “metastabilnom” (Li et al 1998). Venturi i saradnici (Venturi et al
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2007) daju sledece objaSnjenje: da se voda u pileCem mesu ne smrzava do sadrzaja od
35.9% zbog prisustva: I) “malih rastvoraka” (npr. jona), Il) prisustva membrana i
makromolekula i 1l1) viskoznosti rastvora (Wolfe 2002). Ove pojave onemogucavaju
smrzavanje, te da DSC pik topljenja leda nije vidljiv pri koli¢ini vlage izmedu 17.2 1 35.9%
iako voda zapravo nije vezana (Venturi et al 2007, Panagopoulou et al 2011, Roos i Potes
2015).

Ovakvo objasnjenje moze da se primeni i na rezultate dobijene u ovom radu s tim da je
granica procenta vlage pri kojoj dolazi do izostanaka pika topljenja leda na DSC krivoj
ispod 20%. To je posledica specificnog sastava osmotskog rastvora - melase $ecerne
repe Cije komponente medusobno reaguju s proteinskom osnovom mesa.

S obzirom na dobijene rezultate promene toplotnog kapaciteta ACp zabelezenih staklastih
prelaza, vidljivo je da nema velikih razlika s obzirom na procenat vlage u uzorku (Tabela 6).
Inue je nasao da povecanje toplotnog kapacitieta Cp moze da se objasni kao povecéanje
proporcije ostakljenog matrijala (Inoue i Ishikawa 1997). Zna¢i da proporcija raste s
poveéanjem koncentracije soli, smanjenjem vlage i povecavanjem rastvorne organske
materije. To je u saglasnosti s dobijenim rezultatatima za sveze (ACp= 0.089 J/g ) |
osmotski suseno svinjsko meso sa smanjenim procentom vlage (ACp= 0.721 J/g ). Dobijene
izraCunate vrednosti za ACp (Tabela 6.) u saglasnosti su s dobijenim vrednostima Inue i
saradnika (Inoue i Ishikawa 1997.) za meso tunja koje su bile izmedu 0.60 i 0.68 J/g, pri
procentu vlage od 14% do 20%.

Dobijeni rezultati za aktivnost vode osmotski suSenog svinjskog mesa dati u Tabeli 6, u
poredenju s dobijenim vrednostima Venturi i saradnika (Venturi et al 2007) su manji pri
istim procentima vlage. To moze da se pripiSe prednostima osmotske dehidratacije melasom
Secerne repe, jer je dobijeno meso s ve¢im procentom vlage, pri smanjenju ay, u poredenju s
rezultatima Venturi i saradnika (Venturi et al 2007). Ovo uveliko doprinosi kvalitetu
dobijenog susenog proizvoda poboljSanjem bitnh osobina proizvoda kao $to su njegova

trajnost, tekstura (Ruiz-Ramirez et al 2005).

4.5. Pracdenje termalne stabilnosti osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u vremenu
od 60 dana

Termalna stabilnost u osmotski dehidratisanog svinjskog mesa prac¢ena je u periodu od 60

dana. Dobijeni DSC termogrami i TGA termogrami prikazani su na Slici 34 a) i b). U Tabeli
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7. prikazani su dobijeni termodinamicki parametri termalnih prelaza osmotski dehidratisano i

sveze svinjsko meso u vremenu od 60 dana.

a)
0.2 | —— Odana
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1 4 —— 30dana
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Slika 34. a) DSC krive osmotski dehidratisanog svinjskog mesa: 1) 0 dana, 2) 15 dana, 3) 30
dana,4) 45 dana 5) 60 dana ; b) TGA krive osmotski dehidratisanog svinjskog mesa: 1) 7 dana,
2) 15 dana, 3) 30 dana, 4) 45 dana 5) 60 dana
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Tabela 7. Termodinamicki parametri termalnih prelaza dobijenih za osmotski dehidratisano

i sveze svinjsko meso u vremenu od 60 dana.

Vreme Temp. Temp.
(dani) pocetka pika | Entalpija | Vlaga Ostatak Aktivnost
prelaza Tn AH (J/g) (%) na 700 °C vode
T0(°0O) O (%) aw
0 53.26 89.30 652.3 37.70 5.65 0.745
15 59. 65 95.06 668.1 43.78 491 0.729
30 35.36 66.81 678.5 41.66 4.76 0.722
45 59.74 79.68 716.7 34.26 4.67 0.735
60 67.16 99.05 694.3 42.27 3.93 0.742
Sveze 27.56 81.92 979.1 70.90 1.45 0.938
meso
800 ] T T T T T T T T T T T T 100
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760 - . |
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= 7001 entalpija s |
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Slika 35. Promene entalpije prelaza (dobijene DSC analizom), vlage, gubitka na 500°C i
ostatka na 700°C dobijenih TGA analizom u toku 60 dana ¢uvanja uzoraka osmotski
dehidratisanog mesa na temperaturi od 4°C, upakovanog u modifikovnu atmosferu (30%
CO2 - 70% N2).



Prac¢ene su promene termalnih osobina OD mesa u periodu od 60 dana DSC metodom u
temperaturskom opsegu od 5°C do 120°C u zatvorenim aluminijumskim c¢anci¢ima.
Dobijene entalpije termalnog prelaza koji odgovara gubitku vode i denaturaciji proteina
mesa nisu se znacajno menjale u periodu od dva meseca. To moze da se kaze i za
dobijene gubitke mase TG analizom koji odgovaraju gubitku vode, termalnoj razgradnji
organske materije, (gubitak na 500°C) i pepelu (ostatak na 700°C) (Tabela 7).

Na Slici 35. prikazani su rezultati pracenja promena termalnih osobina osmotski
dehidratisanog mesa u periodu od dva meseca.

Aktivnost vode odredena u osmotski dehidratisanom mesu takode se nije znacajno menjala u
periodu od 60 dana, menjala se u granicama od £3%.

Dobijeni rezultati ukazuju na stabilnost priozvoda pri ¢uvanjau u modifikovanoj atmosferi
pri temperaturi od 4°C. Suput i saradnici (Suput et al 2013) su odredili stabilnost osmotski
dehidratisanog mesa u melasi Secerne repe, pri istim uslovima, u pogledu mikrobioloske
stabinosti- ukupni mikroorganizmi (TVC) i Enteroabcteriaceae, fizickohemijskih osobina
kao $to su pH, aktivnost vode, vlaga, koli¢ina masti, ugljenih hidrata, oksidativne stabilnosti
(merene kao tiobarbiturna kiselin TBA). Takode su merili boje neposredno posle osmotske
dehidratacije i posle 4 nedelje stajanja, $to bi odgovaralo rezultatima dobijenim za 30 dana u

ovom radu.

Rezultati o stabilnosti osmotski dehidratisanog mesa dobijeni u ovom radu su u saglasnosti
sa rezultatima koje su dobili Suput i saradnici (Suput et al 2013. To ukazuje da termalna
stabilnost moZe da bude znacajan pokazatelj i ostalih ¢inilaca stabilnosti proizvoda,
kao $to su mikrobioloska stabilnost, aktivnost vode, pH stabilnost i oksidativna
stabilnost. PoSto promene izazvane delovanjem mikroorganizama, oksidativne
promene kao i promene aktivnosi vode, neminovno izazivaju promene u strukturi
osnove hrane. Te promene se ogledaju u promenama termalne stabilnosti i promenama
termalnih odlika hrane, pa metode termalne analize mogu da se koriste za brzi

“skrining” proizvoda poznatih termalnih osobina.
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4.6 Diferencijalna skenirajué¢a kalorimetrija (DSC) i termogravimetrijska analiza

(TGA) rehidratisanog svinjskog mesa

4.6 .1. DSC analiza rehidratisanog svinjskog mesa

Osmotski dehidratisano svinjsko meso podvrgnuto je rehidrataciji potapanjem mesa u
destilovanu vodu. Proces rehidratacije je sproveden pri atmosfverskom pritisku u
laboratorijskim ¢aSama na razli¢itim temperaturama (20°C, 30°C i 40°C), i uz ruéno mesanje
svakih 5min. Case su termostatirane u vodenom kupatilu na zadatim temperaturama. Uzorci
rehidratisanog mesa su vadeni posle 15, 30, 45 i 60 min, blago su obrisani upijaju¢im
papirom kako bi se otklonio visak povrsinske vode, te su podvrgavani termalnoj analizi
(DSC i TGA). DSC analiza uzoraka rehidratisanog osmotski dehidratisanog svinjskog
mesa, mase 9-13mg, uradena je u otvorenim i hermeti¢ki zatvorenim aluminijumskim
canci¢ima. Temperaturski opseg snimanja u otvorenim ¢anci¢ima iznosio je od -90°C do
120°C i brzina grejanja Hr=5°C/min. (od -80 °C, otvoreno ¢ance). Temperaturski opseg
snimanja u hermeticki zatvorenim aluminijumskim ¢anc¢i¢ima iznosio je od 40°C do 120°C
pri brzini grejanja  Hr=5°C/min. DSC krive rehidratacije osmotski dehidratisanog mesa u
otvorenim ¢anci¢ima prikazane su na Slici 36. i Tabeli 8., a na Slici 37. dobijena entalpija

AH (J/g) prelaza pika | i pika Il u zavisnosti od temperature i vremena rehidratacije.

a)
-0.14
.
2 0.6
=~
2]
g
)
g
AT
o — rehidratisano 15 min
e — rehidratisano 30 min
— rehidratisano 45 min
- — rehidratisano 60 min
S0 =50 0 50 00 150 200

Temperatura (°C)
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Slika 36. DSC krive rehidratisanog svinjskog mesa na temperaturama a) 20 °C; b) 30 °C i ¢)
40 °C.
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Talela 8. Termodinamicki parametri dobijeni iz DSC krivih rehidratisanog svinjskog mesa

na temperaturama a) 40 °C; b) 30 °C i ¢) 20 °C u otvorenim ¢anc¢i¢ima.

a) 40°C
Pik | Pik 11
Vreme Temp. Temp.
(min) pocetka Pik temp. | Entalpija | pocetka Pik temp. | Entalpija
prelaza Tm (°C) AH (J/g) | prelaza Tm (°C) AH (J/g)
T,(°C) T, (O
0 -31.38 -15.93 31.38 20.41 62.70 528.9
15 -27.19 -10.54 30.84 27.90 39.02 431.1
30 -17.94 -5.93 51.73 28.57 48.43 595.9
45 -20.55 -6.54 67.28 28.99 65.35 709.8
60 -16.72 -5.62 82.46 29.48 47.48 750.3
"b)30°C
Pik | Pik 11
Temp. Temp.
E/rr:?rge pocetka Pik temp. Entalpija | pocetka Pik temp. Elnit h
prelaza Tm (°O) AH (J/g) | prelaza Tm (°C) (J/g)
To(°C) T,(°C) :
0 -31.38 -15.93 31.38 20.41 62.70 528.9
15 -30.87 -8.47 35.74 22.68 63.21 478.4
30 -21.30 -6.13 47.62 24.16 65.77 602.5
45 -17.16 -5.92 42.80 31.17 48.91 589.4
60 -15.48 -5.39 56.23 34.88 50.17 686.2
) 20°C
Peak | Peak |11
Vreme Temp. Temp.
(min) pocetka Pik temp. | Entalpija | pocetka Pik temp. | Entalpija
prelaza Tm (°C) AH (J/g) | prelaza Tm (°C) AH (J/g)
T, (°C) T, (°C)
0 -31.38 -15.93 31.38 20.41 62.70 528.9
15 -18.20 -6.96 36.58 27.11 45.34 527.9
30 -15.78 -5.03 49.33 35.13 51.42 595.1
45 -15.36 -5.23 51.65 31.14 51.01 616.8
60 -13.54 -3.13 60.92 31.90 49.74 678.2
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Slika 37: Entalpija AH (J/g) a) pika | i b) pika Il u zavisnosti od temperature i vremena

rehidratacije (DSC, otvoreni ¢ancici).

Iz dobijenih DSC rezultata prikazanih na Slici 35. i u Tabeli 8. moze da se zapazi da pri
rehidrataciji na svim pradenim temperaturarama dolazi do porasta temprature pocetka
prelaza (T,), temperaturskog minimuma T, i entalpija prelaza AH endotermnog prelaza
koji odgovara topljenju leda u uzorku (Pik 1). Takode raste tempratura pocetka prelaza (T,),
temperaturski maksimum (Tr,) i entalpija (AH) endotermnog prelaza koji odgovara
isparavanju vode i denaturaciji proteina (Pik 2) S§to je posledica procesa rehidratacije.
Medutim, moze da se primeti da na temperaturi rehidratacije od 40°C dolazi do znacajnog

povecéanja etalpija topljenja leda i isparavanja vode, te da one dosezu i prelaze preko

115



pocetnih vrednosti za dehidratisano svinjsko meso pri trajanju rehidratacije od 45 i 60min za
oko 142%. Porast enatalpija topljenja leda i isparavanja vode nesto je manji u slucaju
rehidratacije na temperaturama od 30°C (129.7%) 1 20°C (128%), ali nikada ne dostizu
vrednosti dobijnene za sveze meso. Iz toga moze da se zakljuci da je rehidratacija osmotski
dehidratisanog mesa najefikasnija kad je re¢ o porastu entalpija (AH) , (izazvanim ulaskom
vode u sistem) na temperaturi rehidratacije od 40°C. Odredeni procenat rehidratacije (R)
dobijen iz entalpija prvog edotermnog prelaza mesa rehidratisanog na tempraturama 20°C,
30°C i 40 °C posle 60 minuta rehidratacije iznosio je 47.2% , 39.7% i 81.7%,. Odredeni
procenat rehidratacije (R) dobiven iz entalpija  drugog edotermnog prelaza mesa
rehidratisanog na tempraturama 20°C, 30 °C i 40 °C nakon 60 minuta rehidratacije iznosio
je 67.7% 44.8% i 99%.

DSC krive rehidratacije osmotski dehidratisanog mesa u zatvorenim ¢anc¢i¢ima prikazane su
na Slici 38 i Tabeli 9.

0.0
~ -0.51
L0
g
4
=) )
£ -1.0
)
"g.‘ E
=
-1.51
| — Rehidratisano 20 °C-15 min svinj meso
— Rebhidratisano 20 °C-30 min svin] meso
1 — Rehidratisano 20 °C-45 min svin] meso
| — Rehidratisano 20 °C-60 min svinj meso
'2.0 T « T T . T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Temperatura (°C)
Slika 38. a) DSC krive rehidratisanog svinjskog mesa na temperaturama 20°C u hermeticki

zatvorenim ¢anci¢ima.
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Slika 38. b) DSC krive rehidratisanog svinjskog mesa na temperaturama 30 °C u hermeticki

zatvorenim ¢anci¢ima.
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Slika 38. ¢) DSC krive rehidratisanog svinjskog mesa na temperaturama 40 °C u hermeticki
zatvorenim ¢anci¢ima.

117



Talela 9. Termodinamicki parametri dobijeni iz DSC krivih rehidratisanog svinjskog mesa

na temperaturama a) 40 °C; b) 30 °C i c) 20 °C u hermeticki zatvorenim ¢anci¢ima.

a) 40 °C
Vreme (min) Temp. PF:)é(it(lj()a prelza P_II_:t(irgg) Iir;a([}p/g;t

0 94.70 112.20 522

15 97.03 107.57 987

30 92.42 108.46 1209

45 94.26 107.99 1134

60 93.07 109.68 1171

"b)30°C

Vreme (min) Temp. Ql?oé(eot(l;al prelza P_i_l;t(einc”lgj. EArﬁa(lf/g?

0 94.70 112.20 522

15 90.42 109.77 810

30 88.14 106.21 1054

45 51.20 84.78 1032

60 98.08 109.64 1106

¢) 20 °C

Vreme (min) Temp. ]#)Oé(ec%;l prelza P_:_I;t(eorgg). EAn};a(l 5)/2;;1

0 94.70 112.20 522

15 94.93 109.71 758

30 49.97 82.70 969

45 99.04 107.23 1016

60 79.38 102.37 1100

Iz dobijenih rezultata DSC krivih rehidratisanog svinjskog mesa na temperaturama 20°C,
30°C i 40°C u hermeticki zatvorenim ¢anc¢i¢im (Slika 38 i Tabela 9) moze da se vidi da na
svim temperaturama rehidratacije dolazi do porasta entalpije isparavanja vode, vidljive kao
endotermni pik u temperaturskom rasponu od 20 do 140°C. Najbrzi porast deSava se na
temperaturi rehidratacije od 40°C. Tu ve¢ posle 30 min rehidratacije entalpija prelaza
dostize maksimum i odrzava priblizno istu vrednost i posle 45 i 60 min. Vrednosti dobijenih
entalpija iznose preko 200% u poredenju sa entalpijama isparavanja dobijenim za osmotski
suseno meso. Proces rehidratacije se odvija nesSto sporije na temperaturama od 20°C i 30°C
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gde dolazi do svog maksimuma za 45 min na 30°C i 60 min na 20°C. Iz dobijenih DSC
rezultata moze da se primeti da se procesi rehidratacije na nizim temperaturama odvijaju
razli¢itom dinamikom prodiranja vode u proteinsku osnovu, sa usporavanjem 0vog procesa
na 30°C za 45min i na 20°C za 30min (Tabela 9). To moze da se objasni strukturrnim
osobinama matriksa koje su izazvane datim uslovima temprerature i vremena. Tako na
nizim temperaturama procesa potrebno je duze vreme za reorganizaciju strukture proteinske
osnove. Na temperaturi rehidratacije od 40°C proces je brzi te sistem ne mMoze da se
reorganizuje, tako da su dobijene DSC krive visokog stepena podudaranja u pogledu To i Tp
i oblika DSC krivih. Jedina promena je u povrsini endotermnog pika tj. u promeni entalpije
(AH), sto je posledica rehidratacije. DSC Kkrive rehidratacije na 40°C ukazuju na visoki
stepen strukturne homogenosti proteinske osnove pri datim uslovima, a time i na
visoki kvalitet osmotski osusenog mesa. 1z ovih rezultata mozemo da zaklju¢imo da je
najefikasnija rehidratacija na tempraturi od 40°C Slike 36.c), 37., 38c) i 39. Odredeni
procenat rehidratacije (R) dobijen iz entalpija prelaza rehidratisanog mesa na tempraturama
20°C, 30°C i 40 °C nakon 60 minuta rehidratacije iznosio je 62.9%, 58.4% i 64.9%. Moze
da se kaze da su najpovoljniji uslovi rehidratacije u pogledu postignutog procenta
rehidratacije i ¢uvanja i odrzavanja homogenosti strukture proteinske osnove,

rehidratacija na 40°C u vremenu od 60min.

—a— 20C
1300 —e— 30C
1 —A— 40C
1200
1100
1000
o 900
= 4
T i
Z 800
700 -
600 -
500 -
T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

vreme (min)

Slika 39. Entalpija AH (J/g) u zavisnosti od temperature i vremena rehidratacije (DSC,

hermeticki zatvoreni ¢ancici)
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4.6 . 1. TGA analiza rehidratisanog svinjsog mesa

Dobijene TGA krive rehidratisanog svinjskog mesa na temperaturama 20 °C, 30 °C i 40 °C
prikazane su na slici 40. a) b) i c) i na Slici 41. Rezultati gubitka vlage rehidratisanog
osmotski osusenog mesa dobiven TG analizom prikazani su na Slikama 41. a) i b) iu
Tabeli 9. a) b) i ¢).

a)
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80 - — Rehidratisano 60 min
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£
g 4
S 40
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O L ) T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
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b)
100
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§ 4
<
&
= 40 4
20 A
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Slika 40. TGA Kkrive rehidratisanog svinjskog mesa na temperaturama: a) 20 °C; b) 30 °C i
c) 40 °C.
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Slika 41. TGA krive: osmotski osuSenog svinjskog mesa, rehidratisanog svinjskog mesa na

temperaturama: 20 °C; 30 °C 1 40 °C i svezeg svinjskog mesa.
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Slika 42. a) Vlaga (%) u zavisnosti od temperature i vremena rehidratacije (TGA) b) kg

vode/kg suve mase u zavisnosti 0 vremenu rehidratacije.
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Tabela 10. Gubici mase dobiven iz TGA krivih za rehidratisano svinjsko meso na a) 40°C;

b) 30 °C i ¢) 20°C
2) 40 °C
| gubitak Il gubitak 11 gubitak v Ukupni
Vreme | o) na200 | (%) nad00 | (%)nas00 | 9uPItAK o ey | Ostatak
700 °C 0
0 34.18 37.09 1357 11.53 96.37 3.62
15 54.76 28.41 - 15.06 98.16 1.77
30 56.84 27.73 - 13.82 98.40 155
45 58.76 25.70 ] 14.07 98.53 1.44
60 60.12 25.77 - 13.07 98.97 0.99
b) 30 °C
Ureme | | gubitak | 11 gubitak | 111 gubitak '\u/bitak Ukupni | oo
ME | (96) na 200 | (%) na 400 | (%) na 500 |9 gubitak
min) | {7 o " ) na | & (%)
700 °C
0 34.18 37.09 1357 11.53 96.37 3.62
15 53.18 25.19 - 19.40 97.40 2.19
30 53.96 30.12 - 14.32 98.40 1.58
45 56.16 23.93 - 18.20 97.66 171
60 55.55 27.72 - 15.02 97.92 1.63
¢) 20 °C
I gubitak | Il gubitak | Il gubitak | IV gubitak | Ukupni
z/r;frr];‘e (%) na 200 | (%) na 400 | (%) na 500 | (%)  na | gubitak (Oojt)atak
°C °C °oC 700 °C (%) )
0 34.18 37.09 1357 11.53 96.37 3.62
15 46.12 33.44 6.32 11.68 97.02 252
30 52.17 21.94 12.35 6.14 98.08 1.90
45 52.47 26.78 3 18.85 97.77 1.88
60 57.34 26.46 754 6.94 98.32 1.66

Iz dobijenih rezultata moze da se zakljuci da postoji porast procenta sadrzaja vode za vreme

rehidratacije u trajanju od 60 minuta na svim temperaturama rehidratacije, pri cemu je

vidljivo da su rehidratacije pri temperaturama od 40°C i 20°C efikasnije. Takode je bitno da
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se primeti da dolazi do istovremenog smanjenja procenta mase ostatka tj. do povecanja
ukupnog gubitka mase na svim temperaturama rehidratacije. Najve¢i procenat ukupnog
gubitka mase i najve¢e smanjenje procenta mase ostatka ostvareni su rehidratacijom na 40°C
u vremenu od 60 min.

Odredeni procenat rehidratacije (R) dobijen iz gubitka mase rehidratisanog mesa na
tempraturama 20°C, 30 °C 1 40 °C posle 60 minuta rehidratacije iznosio je 61.8%, 52.0% i
63.9%. Ovi rezultati se u velikoj meri podudaraju s vrednostima dobijenim za procenat
rehidratacije dobijenim iz entalpija topljenja leda i isparavanja vode dobijenim DSC
metodom u otvorenim c¢anci¢ima i gotovo se potpuno podudaraju s vrednostima procenta
rehidratacije (R) dobijenim iz DSC rezultata u zatvorenim ¢anci¢ima (62.9%, 58.4% i

64.9%).

4.6.3. Oderedivanje Pelegov-ovih konstanti rehidratacije pomocu rezultata dobijenoih

TGA analizom

U ovom radu kori$éen je Pelegov (Peleg, 1988) model opisa sorpcionih krivih za dobijanje
konstanti kj i k; rehidratacije definisanih ovim modelom. Na slici 43. a), b) i ¢) i Tabeli 11

prikazani su dobijeni parametrari rehidratacije koriS¢enjem Pelegovog modela.
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Slika 43. a) Zavisnost t/(X-Xo) (min(kg d.m.)(kg vode)-1) od vrmena rehidratacije t (min)

na 20°C
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Slika 43. Zavisnost t/(X-Xo) (min(kg d.m.)(kg vode)-1) od vremena rehidratacije t (min) na
temperaturama a) 20°C, b) 30°C i c¢) 40°C.
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Tabela 11. Dobijene vrednosti Peleg-ovih parametra rehidratacije ky i ko (min (kg d.m.) (kg
vode)'1) pri temperaturama rehidratacije 20°C, 30°C 1 40°C.

Peleg-ove

konstante (min (kg o o o

d.m.) (kg vode)-1) 20°C 30°C 40°C
k1 34.43 6.23 10.15
ks 0.726 1.243 0.860

Peleg-ova konstanta ki koja se odnosi na brzinu prenosa mase i obrnuto je propocionalna
prenosu mase, ima najvisu vrednost pri rehidrataciji na 20°C. To upucuje na zakljucak da
je rehidratacija najsporija na 20°C, dok rehidratacije na 30°C i 40°C imaju priblizno bliske
brzine (Slika 42 i Tabela 11). Peleg-ova konstanta k, koja se odnosi na maksimalni kapacitet
apsprpcije vode, povecala se na temperaturi rehidratacije od 30°C, a zatim neznatno

smanjila vrednost na temperaturi rehidratacije od 40°C.

Pocetak rehidratacije odlikuje velika brzina procesa koja se vremenom smanjuje §to je
posledica ispunjavanja kapilra, pora prisutnih u materijala (Lewicki et al 1998, Bilbao-
Sdinz et al., 2005, Babic¢ et al 2009, Reyes et al 2011 Muiioz et al 2012). To se vidi iz
rezultata dobijenim u ovom radu. Tako je nadeno da je na svim ispitivanim temperaturama
rehidrataciaja je najbrza u prvih 15 min (Slike 35-41 i Tabele 9-11). Proces rehidratacije
ima veliku brzinu na pocetku procesa, a zatim se ta brizina smanjuje. Poroznost materijala,
udubljenja, kapilare na samoj povrSini materijala potpomazu proces hidratacije, dok
mehuri¢i vazduha zadrzavaju dotok vode i ometaju proces (Reyes et al 2011). U svom radu
koji se odnosi na proucavanje rehidratacije pileCeg mesa pri razli¢itim uslovima, Babi¢ i
saradnici (Babi¢ et al 2009) su pokazali da sam proces rehidratacije uveliko zavisi od uslova
susenja kao i od debljine uzorka. Procenat rehidratacije je ujedno i pokazatelj uspesnosti
susenja s obzirom na sacuvanost same strukture osnove hrane (Pezo et al 2014). Dobijene
vrednosti procenta rehidratacije iz rezultata dobijenih u ovom radu su u saglasnosti s
literaturnim poracima (Suden et al 1964, Hui et al 2007). Rehidratacijom dolazi do
povecanja mase zbog upijanja vode u osnovu, medutim u isto vreme dolazi do gubljenja
dela minerala, vitamina, saharoze i drugih molekuli koje su interreagovali s osnovom u
procesu dehidratacije (Pezo et al 2014, Krokida, et al 2013). Ovu pojavu prtvrduju i
rezultati dobijeni u ovom radu gde je vidljivo iz rezultata TG analize da se ostatak (Tabela

10.) stalno smanjuje kroz trajanje rehidratacije, te se i procenat suve materije rehidratacijom
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menja, Sto su potvrdili i drugi autori (Puolanne i Halonen 2010, Schmidt 2009, 2008).
Takode je bitno da se primeti da je najveci gubitak ostvaren rehidratacijom na 40°C u
vremenu od 60 min.

Kao $to je ve¢ ukazano iz dobijenih DSC rezultata moze da se primeti da se procesi
rehidratacije na nizim temperaturama odvijaju razli¢itom dinamikom prodiranja vode u
matriks, sa usporavanjem procesa na 30°C 45min i 20°C 30min (Tabele 9). To moze da se
objasni strukturrnim odlikama matriksa koje su uslovljene datim uslovima temprerature i
vremena. Tako na niZim temperaturama procesa ima vise vremena koje omogucava
reorganizaciju strukture matriksa Sto uslovljava promene u procesu rehidratacije. Ovo
zapazanje moze da se pretpostavi time da su se stvorili uslovi koncentracije jona prisutnih u
rehidratacionom rastvoru (koncentracija soli ve¢a od 6% ) (Puolanne i Halonen 2010,
Schmidt 2009), otpustanjem jona sa osnove mesa u destilovanu vodu (Krokida, et al 2013).
Time su stvoreni uslovi koji omogucavaju depolimerizaciju debelih miozinskih filamenata
pri ¢emu dolazi do pojave skupljanja (shrinking), ¢ime se smanjuje efikasnost rehidratacije
(Puolanne i Halonen 2010, Paterson 1988, Offer i Trinick1983). S druge strane na
temperaturi rehidratacije od 40°C proces je brzi te uslovi za skupljanje ne mogu da se odrze
dovoljno dugo da bi se osnova menjla, pa se sistem ne reorganizuje i nema usporavanja
procesa rehidratacije. Teperatura rehidratacije od 40°C je odgovarajuca i $to se ti¢e ofuvanja
proteinskih struktura s obzirom na temperatursku denaturaciju proteina svezeg mesa koja
pocinje na temperaturi od 40°C (Tornberg 2005, Thorarinsdottir et al 2002).

Peleg-ova konstanta k; koja je obrnuto propocionalna prenosu mase, ima najvisu vrednost
pri rehidrataciji na 20°C, Sto upucuje na zakljucak da je rehidratacija najsporija na 20°C,
dok rehidratacije na 30°C i 40°C imaju priblizno bliske brzine (Slika 42 i Tabela 11).
Munoz i autori (Munoz et al. 2012) su nasli da se konstanta k; kod rehidratacije uzoraka
koji su imali 10% pocetne vlage povecava, dok kod uzoraka koji su imali pocetnu vlagu
35% njena vrednost opada. Uzorci mesa koji su rehidratisani u ovom radu imali su poc¢etnu
vlagu oko 34%. Dobijene vrednosti za k; u ovom radu su manje nego $to su dobili Munoz i
autori  (Munoz et al. 2012) za rehidrataciju mesa sa poc¢etnom vlagom od 35%. To moze da
se tumaci duzinom procesa rehidratacije koji je na temperaturama na kojima je radeno u
ovom radu (20°C, 30°C i 40°C) dosta kra¢i nego §to su dobili Munoz i autori koriste¢i nize
temperature (5°C i 15°C). Peleg-ova konstanta k, koja predstavlja inverznu korelaciju
koli¢ini vode u ravnoteznom stanju, povecala se na temperaturi rehidratacije od 30°C, a

zatim neznatno smanjila vrednost na temperaturi rehidratacije od 40°C. Dobijene vrednosti
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za k, u saglasnosti su s vrednostima koje su dobilin Munoz i autori (Munoz et al. 2012) pri

rehidrataciji osuSenog mesa.

4.7. Odrzavanje nativne strukture proteina mesa posle osmotske dehidratacije i

rehidratacije

Sto se ti¢e odrzavanja nativne proteinske strukture mesa za vreme dehidratacije,
rehidratacije, DSC rezultati pri snimanju u hermeticki zatvorenim ¢anci¢ima i pri
smanjenim brzinama grejanja (Hr 2 C/min) su pokazali postojanje termalnih prelaza koji
odgovaraju procesima izazvanim denaturacijom proteina mesa. Na slici (Slika 44)
prikazane su DSC krive termalnih prelaza koje odgovaraju denatruraciji proteina u svezem,
osmotski dehidratisanom i rehidratisanom svinjskom mesu (Slika 45). Dobijene vrednosti

entalpije denaturacije proteina mesa su prikazane tabelarno u Tabeli 12.

Tabeli 12. Entalpije i temperature dentauracije proteina mesa dobijene DSC analizom.

Uzorak mesa Protein 1 (miozin) Protein 2 (kolagen) Protein 3 (aktin)

<" (C) (I/9 sm) (6 (C | Qlgsm) (0] (0] (I/9 sm)

Sveze meso 522 | 56.3 | 23110 | 628 | 67.1 | 290 | 75.25 | 78.19 | 5.90

OD meso 528 |64.25| 6.03 | 71.07 | 746 | 1.35 | 89.59 | 83.11 | 9.80

Rehidratisano | 52.75 | 56.18 | 8.68 - - - 76.26 | 78.37 | 3.24
meso 20°C/15
min

Rehidratisano | 44.62 | 4752 | 0.17 - - - 68.11 | 72.01 | 6.10
meso 20°C/45
min

Rehidratisano | 47.44 | 49.70 | 1.91 - - - 7713 | 79.03 | 1.06
meso 30°C/15
min

Rehidratisano
meso 40°C/15
min

48.2 |50.60 | 1.35 - - - 7259 | 7428 | 1.20
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Slika 45: DSC krive denaturacije proteina mesa pri rehidrataciji.

Iz prikazanih rezultata moze da se zaklju¢i da se nativna struktura proteina mesa (sveze
meso) menja tokom procesa osmotske dehidratacije. Tako, osmotskom dehidratacijom
dolazi do konformacionih promena, delimi¢ne denaturacije proteina mesa, §to je vidljivo iz
dobijenih entalpija (AH) denaturacije pojedinih proteina mesa koja Se Smanjuje u procesu
dehidratacije (Tbela 12). Medutim vidljivo je da su temperature denaturacije, koje
odgovaraju vrhovima pika prelaza, za pojedini proteinski prelaz nesto vece kod osmotski
dehidratisanog mesa u poredenju sa svezim mesom i uglavnom imaju bliske vrednosti
tokom rehidratacije. U procesu rehidratacije dolazi do daljeg smanjenja entalpija
denaturacije (AH) pojedinih proteina i do zadrzavanja malog procenta nedenaturisanih ili
minimalno konformaciono promenjenih proteina. Te strukture su zadrzane pri rehidrataciji
na temperaturi od 20°C i u vremenu od 15 min i 45 min, pri rehidrataciji na 30°C i u
vremenu od 15 min i pri rehidrataciji na 40°C i u vremenu od 15 min, a pri daljoj
rehidrataciji prisustvo ovakvih struktura nije nadeno. Vidljiv je nestanak, pri rehidrataciji,

proteinskih prelaza u temperaturskom opsegu od 60°C do 70°C (Slika 45 Tabela 12).
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Iz prikazanih DSC rezultata dobijenih za a) sveze i b) osmotski dehidratisano svinjsko
mesa u zatvorenim aluminijumskim ¢anc¢i¢ima (Slika 44) mogu da se vide tri endotermna
prelaza sa minimumima na 56 °C, 67°C i 78°C kod svezeg mesa. Oni odgovaraju slede¢im
procesima: prvi denaturaciji miozina, drugi odgovara denaturaciji sarkoplazmatskih
proteina i kolagena, a tre¢i denaturaciji aktina sa  T,=78°C . Dobijene vrednost i
temperaturskog minimumima prelaza koji odgovara denturaciji i entalpije denaturacije su u
saglasnosti s literaurnim podacima (Yang 2015, Frenandez 2009., Tornberg 2005, Bertram
2006, Bertola, Bevilacquia, & Zaritzky, 1994; Stabursvik i Martens, 1980; Stabursvik et al
1984; Wright, 1984). Kod osmotski dehidratisanog mesa takode su vidljiva tri endotermna
prelaza koja odgovaraju navedenim procesima termalne denaturacije pojedinih proteina
mesa, s tim da su temperature minimumima denaturacije nesto veée u poredenju sa svezim
mesom, dok su entalpije denaturacije znacajno smanjene (Tabela 12) . 1z dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da proces osmotske dehidratacije uzrokuje strukturne, konformacione
promene proteina mesa koje dovode do stvaranja struktura veée termalne stabilnosti (pomak
temperatura minimuma prelaza denaturacije proteina ka vis§im vrednostima). Sa energetskog
gledista dolazi do destabilizacije struktura, te se dobijaju niZze vrednosti entalpije
denaturacije (AH) za pojedine proteinske prelaze.

Sli¢ni rezultati su poznati u literaturi, te su razlic¢ite soli dovodile do razli¢itih uticaja na
stabilnost proteina (stabilizacija i destabilizacija) mesa u zavisnosti od vrste soli koja je
dodata, koncentracije i procenta hidaratacije proteina (Kajitani et al, 2011, Puolanne 2010,
Thorarinsdottir 2002, Bertram 2006) . Poznato je takode, da Seceri deluju na proteine mesa i
interaguju s njima kao $to je pokazano pri geliranju alginata, ksantana i miofibrilnih proteina
(Ensor et al., 1991; Xiong i Blanchard, 1993). Chen i saradnici (Chen et al , 2007) su
proucavali DSC metodom interakciju gume lanenog semena (Flaxseed gum) koja se satoji
uglavnhom od ksiloze, raminoze, galaktoze glukoze, arabinoze, fukoze i galatoronske
kiseline, i poznata je po visokom kapacitetu vezivanja vode (Mazza 1989). Pokazali su da
interakcijom gume lanenog semena (Flaxseed gum) sa proteinima mesa dolazi do povecéanja
temperatura prelaza proteina mesa §to je nadeno i u nasem radu. Isti autori su pokazali da do
ovih interacija s proteinom dolazi prekao disulfidnih mostova i vodoni¢nih mostova (Chen
et al 2007). Moze da se pretpostavi da je ovakva interakcija s komponentama melase
(ugljeni hidrati i soli) i proteina ocigledna (Roos i Potes 2015). Smanjenje entalpije

dobijene za osmotski dehidratisano meso objasnjava se navedenim interakcijama soli s
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proteinima, ugljenih hidrata sa proteinima koje dovode do konformacionih promena,
a do u ovom radu nadenih termalnih osobina nastale proteinske osnove.

Pri  rehidrataciji pik Kkoji odgovara denaturaciji prvenstveno Kkolagena i
sarkoplazmatskih proteina u potpunosti nestaje, zna¢i denaturaciju ovih proteina
procesom rehidratacije. lako je poznato (Rochdi et al 2000) da grejanjem na 90°C u
toku 30 min dolazi do potpune termalne denaturacije kolagena, te da sniZavanje
temperature termalnog tretmana samo za 10°C dovodi do pojave reverzibilnosti
strukture proteina i njegovog refoldinga. Grejanjem na 90°C u vremenu od 30 min

dolazi do hidrolize peptidnih lanaca, te tako ne dolazi do renaturacije strukture.

4.8. Kinetika denturacije proteina svezeg i osmotski dehidratisanog svinjskog mesa

praéena DSC metodom

Ishiwatari i autori su u svom radu (Ishiwatari et al 2013) pokazali znacaj kineticke analize
denaturacije proteina mesa miozina i aktina. Pokazali su da pomoc¢u dobijenih kineti¢kih
podataka denaturacije proteina je moguce predvideti stepen denaturacije proteina mesa.
Pokazali su postojanje znaCajnog uticaja denaturacije aktina na modul elasti¢nosti mesa,
dok je uticaj denaturacije miozina neznatan. Medutim u ranoj fazi denaturacije miozina
pokazano je da dolazi do promena u stanju vode. Tako je pokazano postojanje direktnog
uticaja stanja denaturisanosti proteina na teksturu i stanje vode u sistemu mesa.

DSC krive dobijene za sveZze meso pri razli¢itim brzinama grejanja prikazane su na Slici 46.,
a u Tabeli 13. dati su termodinamicki parametri denaturacije proteina mesa pri razlicitim
brzinama grejanja.

Iz dobijenih rezultata primec¢uje se pomak temperatura kao 1 promene entalpija denaturacije
proteina pri razli¢itim brzinama grejanja. Kineticki prametri denturacije proteina mesa
dobijeni su primenom neizotermnog kinetickog modela koji su Istrate i autori (Istrate et al

2009) primenili na parcenje kinetike denaturacije o- keratina ljudske kose.
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Tabela 13. Termodinami¢ki parametri denturacije proteina svezeg mesa dobijeni pri
razliitim brzinama grejanja.

Hr Protein 1 Protein 2 Protein 3

(C°/min) To1 To AH; To2 Tp2 AH, Tos Tos AH;
(€) (€) (J/9) () (C) (J/9) (€) (€) (J/9)

0.5 47.97 51.29 0.369 54.41 57.50 0.245 69.62 72.46 0.188

0.5 47.97 51.12 0.385 54.26 58.11 0.186 69.21 72.28 0.236

0.5 47.95 51.15 0.372 54.36 57.90 0.215 69.50 72.30 0.220

sr. vred. 47.9633 | 51.1866 | 0.37533 | 54.34333 | 57.83667 | 0.215333 | 69.44333 | 72.3466 | 0.02444

st. dev. 0.01154 | 0.09073 | 0.00850 | 0.07637 | 0.30989 | 0.02950 | 0.21079 | 0.09865 | 0.10450

1 48.18 51.35 0.356 56.07 58.11 0.079 71.25 74.25 0.231

1 46.00 50.21 0.511 57.75 58.93 0.0204 71.35 73.77 0.112

1 49.76 54.32 1.098 63.52 65.63 0.045 71.47 73.93 0.144

sr. vred. 47.98 51.96 0.655 | 59.1133 60.89 | 0.04813 | 71.3566 | 73.9833 | 0.16233

st. dev. 1.88796 | 2.12181 | 0.39139 | 3.90763 | 4.12538 | 0.02942 | 0.11015 | 0.24440 | 0.06158

15 50.24 54.07 0.896 61.65 65.41 0.160 72.61 75.05 0.179

15 50.28 54.36 0.506 63.16 65.48 0.081 72.19 75.85 0.163

15 49.63 54.21 0.668 63.35 65.71 0.033 71.49 74.70 0.241

sr. vred. 50.05 | 54.2133 0.69 62.72 | 65.5333 | 0.09133 | 72.0966 | 0.43333 50.05

st. dev. 0.36428 | 0.14502 | 0.19592 | 0.93150 | 0.15695 | 0.06412 | 0.56580 | 0.58949 | 0.36428

2 51.16 55.84 0.579 63.69 65.33 0.008 - - -

2 50.92 56.36 0.855 63.00 66.55 0.173 73.32 75.60 0.135

2 51.17 55.90 0.651 63.48 66.53 0.084 72.85 75.56 0.172

sr. vred. 51.0833 | 56.0333 0.695 63.39 | 66.1366 | 0.08833 73.085 75.58 | 0.1535

st. dev. 0.14153 | 0.28448 | 0.14316 | 0.35369 | 0.69866 | 0.08258 | 0.33234 | 0.02828 | 0.02616

3 57.60 57.95 0.506 - - - 74.09 74.68 3.56

3 50.00 54.10 0.122 63.44 65.61 0.020 74.64 76.84 0.072

3 51.70 55.63 0.144 - - - - - -

3 51.75 56.33 0.291 63.37 66.85 0.087 73.80 76.44 0.185

3 51.77 56.44 0.365 63.28 67.07 0.102 73.99 76.39 0.145

sr. vred. 51.364 55.89 | 0.2256 | 63.3633 66.51 | 0.06966 74.13 | 76.0875 | 0.9905

st. dev. 0.76533 | 1.10582 | 0.10184 | 0.08020 | 0.78714 | 0.04366 | 0.36064 | 0.9597 | 1.71363

5 52.21 56.27 0.116 62.82 67.13 0.122 75.25 78.19 0.144

5 52.29 55.69 0.095 62.96 65.70 0.028 76.10 78.29 0.068

5 52.47 55.97 0.049 63.11 67.13 0.109 75.01 77.88 0.183

sr. vred. 52.3233 | 55.9766 | 0.08666 | 62.9633 | 66.6533 | 0.08633 | 75.4533 78.12 | 0.13166
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st. dev. 0.13316 | 0.29005 | 0.03426 | 0.14502 | 0.82561 | 0.05093 | 0.57274 | 0.21377 | 0.05848
10 58.14 60.25 0.005 63.58 69.12 0.126 79.26 80.46 8.144
10 54.17 57.00 0.020 61.99 67.42 0.173 79.98 83.11 139.1?
10 58.13 61.25 0.015 66.07 70.27 0.058 76.61 79.59 0.141
10 56.51 59.76 0.031 65.86 70.18 0.05 76.60 79.06 0.113
10 56.39 58.40 0.139 62.01 69.89 0.139 77.97 80.33 0.139
10 56.04 58.74 0.214 65.39 70.41 0.089 77.93 79.80 0.093
10 55.61 57.94 0.061 66.70 70.75 0.03 77.85 80.01 0.010
10 56.51 58.98 0.045 65.29 69.52 0.02 - - -
sr.vred. | 56.5316 59.04 | 0.11475 | 64.6112 69.695 | 0.08562 | 78.0285 | 80.3371 | 0.1215
st. dev. 1.29615 | 1.34914 | 0.07787 | 1.84461 | 1.05322 | 0.05549 | 1.25317 | 1.3095 | 0.02288

Tabela 14. Termodinamicki parametri

mesa dobijeni pri razli¢itim brzinama grejanja.

denturacije proteina osmotski suSenog svinjskog

Hr Protein 1 Protein 2 Protein 3
(C°/min) To1 T AH; Toz Tp2 AH, Tos Tps AHj3
€) | € | ) () (C) (J/9) (C) () (J/9)
05 42.97 49.30 0.205 - - - 74.37 77.83 0.361
05 43.00 48.97 0.180 - - - 74.50 78.30 0.325
0.5 43.80 49.26 0.220 - - - 73.98 77.91 0.355
sr. vred. 43.2566 | 49.176 | 0.2016 74.2833 | 78.0133 0.347
st. dev. 0.47077 | 0.1800 | 0.0202 0.27061 | 0.25146 | 0.01928
15 58.81 60.54 0.004 68.44 70.60 0.030 77.60 80.73 0.346
15 58.90 61.03 0.007 68.59 70.90 0.027 78.10 81.20 0.339
15 58.77 60.40 0.009 68.9 70.65 0.035 77.80 80.80 0.350
15 58.83 60.62 0.004 68.42 70.53 0.040 77.45 89.67 0.341
sr. vred. 58.827 | 60.647 | 0.006 68.5875 70.67 0.033 77.7375 83.1 0.344
st. dev. 0.0543 | 0.2707 | 0.0025 | 0.22171 | 0.16103 | 0.00571 | 0.28099 | 4.38489 | 0.00496
2 52.84 59.72 0.374 68.53 70.81 0.084 76.88 81.16 0.609
2 55.67 60.24 0.119 68.84 70.85 0.018 75.02 80.53 2.78
2 53.40 59.99 0.360 68.47 70.90 0.090 76.80 82.34 0.980
sr. vred. 53.97 | 59.983 | 0.2843 | 68.6133 | 70.8533 0.064 76.2333 | 81.3433 | 1.45633
st. dev. 1.49863 | 0.2600 | 0.1433 | 0.19857 | 0.04509 | 0.03995 | 1.05154 | 0.91882 | 1.16124
3 53.79 60.53 0.455 68.76 71.95 0.087 77.46 81.83 0.484
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3 56.61 60.85 0.034 68.06 69.67 0.0029 79.58 82.42 0.270
3 54.53 61.42 0.319 69.60 72.78 0.048 78.04 81.67 0.432
sr. vred. 54.9766 | 60.933 | 0.2693 | 68.8066 | 71.4666 | 0.04596 | 78.36 | 81.9733 | 0.39533
st. dev. 1.46209 | 0.4508 | 0.2148 | 0.77106 | 1.61035 | 0.04208 | 1.09562 | 0.39501 | 0.11161
5 58.98 63.94 0.024 69.78 73.55 0.106 79.48 83.21 0.366
5 60.18 64.25 0.038 71.07 74.60 0.059 80.59 83.11 0.565
5 60.15 64.15 0.024 70.88 73.80 0.027 77.47 82.23 0.253
sr. vred. 59.77 | 64.113 | 0.0286 | 70.5766 | 73.9833 0.064 79.18 82.85 | 0.39466
st. dev. 0.68432 | 0.1582 | 0.0081 | 0.69644 | 0.54848 | 0.03974 | 1.58148 | 0.53926 | 0.15796
7 57.32 60.79 | 0.0298 71.21 73.84 0.094 80.76 83.21 0.510
7 58.17 63.77 0.097 71.62 75.23 0.044 80.83 83.88 0.185
7 59.11 61.92 0.005 71.61 75.50 0.153 82.33 84.71 0.591
sr. vred. 58.2 62.16 | 0.04393 | 71.48 74.8566 0.097 | 81.3066 | 83.9333 | 0.42866
st. dev. 0.89537 | 1.5044 | 0.04760 | 0.23388 | 0.89074 | 0.05456 | 0.88692 | 0.75142 | 0.21487
8.5 65.10 66.29 0.014 73.41 76.50 0.230 83.34 87.08 0.658
8.5 59.15 67.94 0.040 72.88 74.46 0.042 81.75 84.91 0.668
8.5 62.98 65.19 0.004 71.53 74.33 0.147 80.98 84.27 0.754
sr. vred. 58.2 62.16 | 0.0439 71.48 74.8566 0.097 | 81.3066 | 83.9333 | 0.42866
st. dev. 0.89537 | 1.5044 | 0.0476 | 0.23388 | 0.89074 | 0.05456 | 0.88692 | 0.75142 | 0.21487
10 58.76 62.83 0.015 70.50 73.42 0.292 80.96 83.89 0.561
10 57.63 63.11 0.309 72.49 75.60 0.275 81.91 85.49 0.914
10 62.64 61.13 0.004 73.43 76.39 0.057 81.72 86.44 0.635
10 60.78 62.80 0.007 72.39 75.62 0.196 82.70 85.78 0.671
sr. vred. 59.9525 | 62.467 | 0.0837 | 72.2025 | 75.2575 0.205 | 81.8225 85.4 0.69525
st. dev. 2.21536 | 0.9025 | 0.1502 | 1.22788 | 1.27902 | 0.10716 | 0.71462 | 1.08231 | 0.15285

Dobijena je zavisnost energije aktivacije (Ea) od stepena konverzije (o) pomoc¢u Friedman-

ove izokonverzione metode (Friedman 1966).

Podaci za izraCunavanje kinetickih

parametara su dobijeni iz serije eksperimenata sprovedenih pri razli¢itim brzinama grejanja,

ali sa istim stepenom konverzije (o).

Zavisnost energije aktivacije (Ea) od stepena konverzije za termalne prelaze koji odgovaraju

denatraciji proteina svezeg mesa: miozina, kolagena i aktina prikazane su na Slici 47.
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aktina.
a)
400000 - b)
400000 -
350000 n
. 350000 _—
300000 n ]
300000 » g
250000 Ny
= 250000+ n
i ] °
% 200000 . ] 2 200000
ks 150000 - u T 150000
L
100000 100000 -
50000 50000 -
0 T T v T v T ¥ T ¥ 1 0 T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 00 02 04 06 08 10
o o

137



c)
400000

350000 -
300000 - =
__ 250000 - u

200000 -

J/mol

% 150000 -

E

100000 -

50000 +

O T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

o
Slika 48. Zavisnost energije aktivacije (Ea) od stepena konverzije (o) za termalne prelaze

koji odgovaraju denaturaciji proteina osmotski osuSenog svinjskog mesa: a) miozina, b)
kolagena i c) aktina.

Pokazano je da energije aktivacije (Ea) za sva tri proteina svezeg mesa s porastom stepena
konverzije (a) opadaju (Slika 47) Sto odgovara kineti¢koj Semi endotermne reverzibilne
reakcije (Istrate et al 2009). Dobijene Ea se krecu izmedu 200-410 kJ/mol za miozin, 120-
230 kJ/mol za kolagen i sarkoplazmatske proteine i izmedu 290-370 kJ/mol za aktin pri
stepenu konverzije (o) od 0.1 do 0.9 i u saglasnosti su s literaturnim podacima (lIstrate et al
2009) te po vrednostima ulaze u Siroki opseg koji je dobijen za termalnu denaturaciju tkiva
sisara (J. C. Bischof i X.-M. He, 2005).

Vyazovkin i autori (Vyazovkin et al 2009) su pokazali da ovakvi rezultai dobijeni za
zavisnost Ea i (a) su ocigledno posledica viSe stepenskog procesa denaturacije.

Odredene Ea za proteine osmotski osusenog svinjskog mesa se kre¢u izmedu 156.07 -
350.05 kJ/mol za miozin , 250-350 kJ/mol za kolagen i sarkoplazmatske proteine i izmedu
250.69-350.41 kJ/mol za aktin pri stepenu konverzije (a) od 0.1 do 0.9. (Slika 48)
Vrednosti energije aktivacije (Ea) dobijene za proteine osmotski osusenog mesa su
nesto vece od vrednosti Ea dobijenih za sveZe meso, $to je u saglasnosti s rezultatima
koji se odnose na poviSene temperaturske maksimume denaturacije proteina osmotski
osusenog mesa, nadene u ovom radu. Zbog toga moZe da se pretpostavi da je izgradena

proteinska osnova termalno i kineti¢ki stabilnija.
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4.9. Modulovana diferencijalna kalorimtrija (MDSC) osmotski dehidratisanog
svinjskog mesa

Na Slici 49. i Slici 50. prikazane su MDSC krive dobijene za osmotski osuSeno svinjsko

meso Longissimus dorsi u temperaturskom opsegu od -90C° do 100°C i u temperaturskom

opsegu od 5°C do 100°C u hermetickim ¢anci¢ima.
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Slika 49. MDSC krive dobijene za osmotski osuseno svinjsko meso Longissiomus dorsi u
temperaturskom opsegu od -90C° do 100°C
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Slika 50. MDSC krive dobijene za osmotski osuseno svinjsko meso Longissiomus dorsi u

temperaturskom rasponu od 20C° do 100°C

MDSC krive dobijene za osmotski osuSeno svinjsko meso  Longissiomus dorsi u
temperaturskom rasponu od -90C° do 100°C (Slika 48), na krivoj koja odgovara ukupnom
toplotnom toku vidljiv je izrazen slozeni endotermni prelaz, s ,ramenom®, koji odgovara
topljenju leda, s minimumom prelaza na temperaturi  T,= -13.2°C, temperaturom pocetka
prelaza Tonser= -23.1 °C i entalpijom prelaza AH=66.03J/g. Slic¢an profil krive je zabeleZen i
na krivama koje daju reverzibilni i ireverzibilni toplotni tok.

MDSC krive dobijene za osmotski suSeno meso u temperaturskom rasponu od 5 °C do 100
°C prate deSavanja u uzorku koja se odnose na stanje proteina i njihovu denaturaciju, bez
prethodnog pothladivanja (Slika 49) kako bi se izbegla denturacija hladenjem (kao $to je to
slu¢aj na prethodnom MDSC snimku (Slika 49). Na krivoj koja odgovara ukupnom
toplotnom toku, nadena su tri endotermna prelaza koja odgovaraju denatruaciji proteina
miozina, kolagena i sarkoplazmatskih proteina i aktina (Bertram et al 2006) sa
temperaturama prelaza Tonset = 53.0 °C, T , = 57.9 °C i entalpijom prelaza AH=0.290]/g za
miozin, Tonset = 66.7 °C, T = 69.8°C i entalpijom prelaza AH=0.108/g za kolagen i
sarkoplazmatske proteine i Tonset = 73.6 °C, Ty = 78.6 °C i entalpijom prelaza AH=1.023J/g
za aktin. Na krivoj koja odgovara reverzibilnom toplotnom toku nadeni su staklasti prelazi

koji se nalaze u temperaturskom opsegu denaturacije miozina i aktina odredenim na DSC
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krivoj koja odgovara ukupnom toplotnom toku. Odredene temperature staklastih prelaza
iznose: Tonset = 55.6°C, Tg= 57.9°C Tfina = 61.3°, za prvi staklasti prelaz i Tonset = 78.2°C,
Tg= 79.2°C Tfina = 79.7 °C. Na krivoj koja odgovara nereverzibilnom toplotnom toku nema
termalnih deSavanja koja se bitno razlikuju od krive ukupnog toplotnog toka.

Pomocu tehnike MDSC moguce je odvojiti zabelezeni toplotni tok u dve komponente koje
odgovaraju karakteristikama toplotnog kapaciteta (reverzibilni toplotni tok) i totplotni tok
koji odgovara kinetickim promenama (Gill, et al 1993. , Reading, et al 1994.) Nereverzibilni
toplotni tok je izazvan procesima koji nisu reverzibilni u vremenskom opsegu od jednog
perioda sinusoidne modulacije, tj. pravim ireverzibilnim procesima kao $to su oksidativno
razlaganje, kristalizacija amorfnog materijala itd. Procesi koji su termodinamicki
reverzibilni u vremenu trajanja jednog perioda modulacije izazivaju pojave kao §to su
staklasti prelazi (Orlien et al 2003).

Rezultati dobijeni za nereverzibilni toplotni tok osuSenog mesa u temperaturskom opsegu od
-90°C do 120°C (Slika 49) ukazuju na postojanje nekoliko energetskih procesa pri topljenju
leda u uzorku. Javlja se trostepeni ireverzibilni proces zabelezen na krivoj nereverzibilnog
toplotnog toka. Na DSC krivoj koja odgovara ukupnom toplotnom toku vidljiv je samo
dvostepenski proces. Ovi rezultati su u sglasnosti s rezultatima ranije prikazanim u ovom
radu, a koji se odnose na stanje vode u novonastaloj proteinskoj osnovi osmotski
dehidratisanog mesa.

Kod nereverzibilnog toplotnog toka dobijenog za osmotski osuseno meso na DSC snimcima
od 5°C do 120°C nije bilo zancajnijih promena. To ukazuje da je reverzibilni toplotni tok
pokazatelj slabih endotermnih protein-protein agregacija uzrokovanih elektrostatskim i
vodoni¢nim vezama (Fernandez et al 2009, Micard et al 2000).

Medutim, dobijeni rezultati reverzibilnog toplotnog toka ukazuju na postojanje staklastih
prelaza i to u isto vreme s denaturacijom proteina (opisani endotermni prelazi ukupnog
toplotnog toka). Ovi procesi su ireverzibilni. Sli¢o su zapazili Ferrnandez i autori
(Ferrnandez et al 2009) proucavajuci zeliranje svinjskog mesa. Pojava staklastih prelaza u
reverzibinom toplotnom toku odigrala se pri ponovljenom snimku (ponovljeni isti termalni
ciklus). Iz ovih podataka moze da se pretpostavi da u uzorku dehidratisanog svinjskog
mesa postoji deo proteina koji daju prelaze proteinske dentruacije, dok je deo proteina
nagradio novu proteinsku osnovu osmotskom dehidratacijom i daje prelaze

karakteristi¢ne za umreZene makromolekule i gelove (Ferrnandez et al 2009).
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Evidentno je ocuvanje nativne strukture jednog dela proteina, S$to je postignuto

interakcijom proteinske baze s koncentrovanim ugljikohidratima (Roos i Potes 2015).

4.10. Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC) i modulovana diferencijalna

kalorimtrija (MDSC) melase

Pet uzoraka melase, mase od 5-7 mg dobijeni iz tri srpske Secerane, s razli¢itim sadrzajem
prisutne vode, pre i posle osmotske dehidratacije mesa i jedan uzorak dehidratisane melase
cikliéno su snimani: grejanje-hladenje—grejanje u temperaturskom opsegu od -90°C do
90°C, brzinom grejanja Hr=10 °C /min i brzinom hladenja Cr=5 °C /min, pri protoku N, 50
ml/min. MDSC snimci su dobijeni u temperaturskom opsegu od -90°C to 90°C pri brzini
grejanja Hr=5°C/min sa modulacijom temperature amplitude +0.80°C i periodom
modulacije 60s, pri protoku N, 50 ml/min.

Dobijeni rezultati DSC (Slika 51) i MDSC (Slika 52) analize melase pokazali su postojanje
jedinstvenog staklastog prelaza u svim uzorcima ispitivane melase, u temperaturskom
opsegu od -90°C do 90°C (Tabela 15).

02 —— melasa 1, ciklus 3
1< ——  melasa 2, ciklus 3
| melasa 3 ciklus 3
mclasa4 ciklus 3
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Slika 51. DSC krive melase i osu$ene melase
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143



Tabela 15. Temperatura staklastog prelaza (Tg), toplotni kapacitiet (ACp) i vlaga (%)

melase i potpuno suve melase.

Ton Tyq Tend ACp Vlaga (%)

melasa (°C) °O) (°C) J/g°C)

1 -47.0+£0.9 -40.1+0.5 -33.10+£1.5 1.08+0.09 17.66

2 -38.69+1.1 -33.5+0.2 -33.5+1.3 0.90+0.10 11.03

3 -46.5+0.7 -42.2+0.4 -38.4+0.9 1.03+0.08 20.70

4 -47.3+£0.6 -38.5+0.3 -30.1+£1.1 1.14+0.05 13.7

5 -53.0+1.0 -47.8+0.7 43.06+1.6 1.16+0.10 30.1

Suva -52.83+1.2 | -32.53+0.6 | -19.50+1.8 0.51+0.03 0

melasa

Temperatura staklastog prelaza (Tg) je u saglasnosti s rezultatima iz literature (Sopade et al
2007). Temperature staklastog prelaza su se kretale od -54.30 °C do -32.10 °C, a toplotni
kapacitet (ACp) u vrednostima od 1.1 do 2.4 J/g/°C ( Slika 51. i Tabela 15.). Osusena
melasa je imala staklasti prelaz Ty na temperaturi -33.0 °C, $to je u saglasnosti sa podacima
koje su dobili Sopade i saradnici (Sopade et al 2007) koriste¢i Fox-ov model za predikciju
staklastog prelaza suve melase. Uzorci melase s najveéim procentom vlage imali su
najmanje temperature staklastog prelaza, dok su najvece temperature staklastog prelaza
dobijene za uzorke melase koji su sadrzali manje vlage i za uzorak suve maelase (Slika 53).
Dobijeni rezultati T4 vrednosti su uporedivi sa vrednostima koje je dobio Roos (Roos 1993)
za staklasste prelaze niskomolekulskih ugljenih hidrata. Voda je poznata po svom
“plastifikujuéem” delovanju, uopste uzev na sve materijale, uklju¢ujuéi i melasu. Sto je veéa
koli¢ina vode prisutna u materijalu to je temperatura staklastog prelaza niza (Rahman 1995,
Roos 1995 Collares et al 2004).

Dobijene MDSC krive uzoraka melase pokazale su termalna svojstva melase pri nizim
temperaturama. Dobijene krive reverziblnog i nereverzibilnog totplotnog toka ukazuju na

postojanje jednoobraznog termalnog procesa (Slika 51).
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Slika 53. Zavisnost termperature staklastog prelaza (Ty) od koli¢ine vode (%) u uzorcima

melase.
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4.11. Analiza sastava makroelemenata osmotski dehidratisanog svinjskog mesa

melasom Secerne repe

Rezultat procesa osmotske dehidratacije mesa u rastvoru melase Se¢erne repe su promenjene
nutritivne, hrtanjive karakteristike dehidrianog mesa. Sadrzaj makroelemenata Na*, K*, Ca™
i Mg*? u melasi pre i posle osmotske dehidratacije, osmotski dehidratisanom mesu i svezem
svinjskom mesu prikazan je u Tabeli 16 i na Slici 54.

Tabela 16. Sadrzaj makroelemenata Na*, K*, Ca** i Mg®* u melasi pre i posle osmotske

dehidratacije, osmotski dehidratisanom mesu i u svezem svinjskom mesu

Vlaga
Uzorak 105 %’C Na’ K’ Ca** Mg’
(%) (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100 g)
Melasa Seéerne
repe pre 20.73+£0.64 | 749421 1939+9 28943 37.9+0.7
osmotske deh.
Melasa Seéerne
repe posle 26.79+0.78 689+7 1731=12 268+6 35.9+0.7
osmotske deh.
Sveze svinjsko | 72 71+0.54 62+1 250+9 6.3+0.3 29.140.6
meso
Osmotskei deh. | 43.69+0.15 | 342+10 9886 89+1 37.8+0.8
svinjsko meso
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Slika 54. Sadrzaj makroelemenata Na*, K*, Ca™ i Mg™ u melasi pre i posle osmotske
dehidratacije, u osmotski dehidratisanom mesu i u svezem svinjskom mesu. A- Melasa
Secerne repe pre osmotske dehidratacije; B- Melasa Secerne repe posle osmotske

dehidratacije; C- SvezZe svinjsko meso; D- osmotski dehidratisano svinjsko meso.
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Dobijeni rezultati sdrzaja makroelemenata u melasi Secerne repe u poredenju sa sadrzajem
makroelemenata u sveZem svinjskom mesu pokazali su znatajno veéi sadrzaj Na*, K* i Ca?*
i manji sadrzaj Mg u melasi $ec¢erne repe. U osmotski dehidrisanom svinjskom mesu
znadajan je porast katjona Na*, K* i Ca?* u poredenju s koli¢inom istih katjona u sveZem
svinjskom mesu Tako je nadeno 5.5 puta vise katjona Na®, 4 puta vise katjona K™ i 13
puta vise katjona Ca”*. Sadrzaj katjona Mg*? u osmostski dehidratisanom svinjskom mesu je
malo poveéan i doseze koli¢ine Mg*? prisutne u melasi $ecerne repe.

Tomovi¢ i saradnici 2011 su proucavali sadrzaj minerala (fosfora, kalijuma natrijuma,
kalcijuma, cinka, gvozda, bakra i magnezijuma) u misi¢cnom tkivu (M. semimembranosus) i
u jetri razli¢itih sojeva svinja prisutnih u Vojvodini. Pokazano je da nema uticaja genetskog
porekla svinja na sadrzaj minerala odredenih u misi¢cnom tkivu (M. semimembranosus) i u
jetri svinja. U ovom radu dobijeni rezultati sadrzaja makroelemenata u svezem svinjskom
mesu u sagalsnosti sa literaturnim podacima (Tomovic et al 2011).

Poznato je da mali visevalentni joni organizuju vodu, na taj nacin $to Stvaraju tzv. vodu
,male gustine®, dok veliki jednovalentni joni dovode do stvaranja ,,vode visoke gustine*
(Puolanne 2010). Voda male gustine je je inertna i ima vecu viskoznosti (a time i smanjuje
aktivnost vode) od vode velike gustine. Zbog toga se naziva i voda koja gradi strukturu
(structure making) — kosmotropska voda koju ¢ine kozmotropski joni. Tako na primer
jednovalentni katjoni Na* i H* , dvovalentni katjoni Ca** i Mg*? , dvovalentni anjoni
HPO,* i SO4* hidrofobne amino kiseline , glukoza i neki jednovalentni anioni (OH) su
kalsifikovani u kosmotrope (Puolanne 2010) i stabilisu nativne konformacije mnogih
proteina. Uglavnom, kosmotropi i kaotropi prate Hofmeister —ovu seriju (Baldwin,1996,
Puolanne 2010.)

U visokom koncentracijama anjonski kosmotropi su iskljuéeni iz protein—voda medufaze.
Kaotropi, rusioci struktura  (structure breaking) joni poseduju suprotni efekat od
ukupnu vodu (bulk water) i izgraduju tzv. ,,vode velike gustine“. Jaki kaotropi su K*, CI', i
Br, veliki jednovalentni joni NH*" i C(NH3)**, kao i H,PO* HCO®, i HSO".

Rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju da je tokom osmotske dehidratacije svinjskog mesa
melasom Secerne repe , doslo do interakcije s kosmotropnim jonima Na* , Ca®* i Mg®*
prisutnih u melasi Secerne repe, koji utiCu na stabilizaciju proteinskih struktura, kao i do
interakcije s kaotropnim K”. Medutim, nadeno je da se slabo hidratisani joni , kao $to su

CI" i K" adsorbuju na nepolarne povriine i medufaze, posto voda pre gradi voda —voda veze
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no slabije veze koje gradi sa kaotropima. Moze da se pretpostavi da interakcija proteina
mesa s kosmotropnim jonima Na®, Ca** i Mg?* iz mease uti¢e na nadenu termalna
stabilizaciju osmotski dehidratisanog svinjskog mesa u ovom radu, kao i na pomenutu

reorganizaciju vode prisutne u osmotski dehidratisanom mesu.

4.12. Interakcija jona s albuminom govedeg seruma metodom mikro senzitivna

diferencijalna skenirajué¢a kalorimetrija (DSC)

Interakcija jona s proteinima mesa je od velike vaznosti za za proucavanje procesa do kojih
dolazi u mesu post mortem, koji uveliko odreduju kvaltet mesa, kao i u procesima osmotske
dehidratacije, gde ove interakcije mogu da uti¢u na hranjive, mineralne karakteristike
proizvoda i bitne osobine stanja vode u dobijenom proizvodu, osmotski osu$enom
svinjskom mesu (Puolanne 2010). Da bi se prikazala slozenost procesa interakcije jona s
proteinima mesa, kori§¢en je model sistem jednostavne interakcije proteina s jonom cinka.
Izvr$eno je proucavanje interakcije ovog biogenog metala sa albuminom govedeg seruma
(BSA) metodom diferencijalne skenirajuée mikrokalorimetrije. Proces termalne
denaturacije BSA (0.05mM) praéen je u uslovima male jonske ja¢ine (dejonizovana voda) i
pri dodatku 0.05 mM, 0.30 mM, 0.45 mM, 1.00 mM, 20.00 mM ZnCl, pH=6.2. Dobijene
DSC krive pokazale su zavisnost procesa termalne denaturacije od dodatka cinkovih jona.
Pokazalo se da su dobijene vise vrednosti entalpije denaturacije (AH®) proteina u prisustvu
cinkovih jona (Zn *2) u poredenju s dobijenim entalpijama denaturacije (AH®) proteina u
dejonizovanoj vodi, $to znaci da je doslo do stabilizacije strukture proteina u prisustvu jona
cinka Zn*2. Temperature maksimuma prelza (Tm) koji odgovara denaturaciji, odmotavanju
(unfolding) proteina su neznatno smanjene povecavanjem koncentracije cinkovih jona.
Oblik DSC krivih (Slika 55, Tabela 17), koji predstavlja meru kooperativnosti procesa
izrazenu kao odnos kalorimetrijske entalpije i Vant Hoff-ove entalpije (AH®/AH""), tj. broj
domena proteina koji nezavisno prolaze kroz proces denaturacije (Privalov 1980) (Tabela
17) ukazuju na postojanje perturbacija za vreme odmotavanja (unfoldoing) sto je povezano s

ravnotezom umotanog i razmotanog proteina (Sharke P.D. Ross 1990).
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Slika 55. DSC krive denatruacije BSA u dejonizovanoj vodi i u prisustvu razlic¢itih
koncentracija ZnCl, pri pH=6.2: a) dejonizovana voda; b) 0.05 mM ZnCl,
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Slika 55. DSC krive denatruacije BSA u dejonizovanoj vodi 1 u prisustvu razli¢itih

koncentracija ZnCl, pri pH=6.2: ¢) 0.30 mM ZnCly; d) 0.45 mM ZnCl,.
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Slika 55. DSC krive denatruacije BSA u dejonizovanoj vodi i u prisustvu razlic¢itih
koncentracija ZnCl, pri pH=6.2: a) dejonizovana voda; b) 0.05 mM ZnCl;; ¢) 0.30 mM
ZnCly; d) 0.45 mM ZnCly;e) 1.00 mM ZnCl; ;) 20.00 mM ZnCl,
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Ukupna entalpija denaturacije —kalorimetrijska entalpia (AH®), van‘t Hoff (AH'")
entalpija i temperaturski maksimumi prelaza (Tm) denturacije BSA dati su u Tabeli 17.

Odnos izmedu AH®/AH"" s poveéanjem koncentracije cinka do 1mM Zn(I1) (Tabela 17) je
veéi od 1, §to ukazuje da mehanizam denaturacije koji nije jednostavni dvostepeni
process (Privalov i Khechinasvili 1974) te da se kooperativnost procesa smanjuje. MozZe da

+

se pretpostavi da proces denaturacije BSA u prisustvu Zn *? jona obavlja kroz

intermedijarne stepene.

Tabela 17. Termodinamicki parametri denaturacije BSA: temperature maksimuma prelaza

(Tm), kalorimetrijska entalpija (H*) i van’ ¢ Hoff-ova entalpija (H'")

ZnCIZ Tml AHcall HVHl Hcall/HVHl Tm2 AHcaIZ HVH2 HcalZ/ BSAZnClz
o(mM) | °C) | (kImol) | (kd/mol) C) | (KImol) | (kI/mol) | HY2 | mol ratio

0 524 | 43563 163.51 2.66 728 | 66.19 35965 |018 |-

0.05 46.0 | 802.28 179.95 4.45 55.6 | 434.29 43689 | 099 |11

0.30 369 |176.60 218.90 0.80 46.4 | 426.14 27806 | 153 |16

0.45 354 |189.24 262.04 0.72 48.4 | 847.26 15213 |556 | 1:9

1.00 42.4 | 655.80 194.38 3.37 54.0 | 133.46 82458 |016 | 1:20

20.00 355 | 253.84 326.26 0.80 455 | 319.61 24380 | 131 | 1:400

Poveéavanjem koncentracije Zn*? jona dolazi do suZavanja termalnih prelaza u uzi
temperaturski raspon, §to ukazuje na stabiliSu¢i uticaj cinkovih jona. Temperaturski
maksimumi prelaza nisu se znacajno menjali dodatkom cinkovih jona.

Profil DSC krive ukazuje na postojanje dva razliita mesta vezivanja Zn*? na BSA, §to je u
saglasnosti s literaturom (Stewart et al 2003, Andre i Guillaume 2004).

Konstanta vezivanja (Kp i Kpj) cinka za BSA izraCunata je na obe temperature mksimunma
dobijenih DSC prelaza, koriste¢i jeda¢inu (Giancola et al 1997)

Ko=exp(-AH®/R(1/T-1/Tyy) gde je

Ky- konstanta vezivanja na odredenoj temperaturi

AH®-entalpija denaturacije

T~ temperaturski maksimum prelaza

R-univerzalna gasna konstanta.

Dobijene konstante vezivanja cinka (Ky, K ;) na protein BSA ukazuju na postojanje dva

razli¢ita mesta vezivanja (mesto I i II) Sto je u suglasnosti s literaturom (Stewart et al 2003,
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Andre i Guillaume 2004). Konstante vezivanja (Kp) za mesto | i konstante vezivanja (Kyy)
za mesto Il prikazane su u Tabeli 18.
Tabela 18.: Konstante vezivnja Zn*? na BSA: (Kb, ) za mesto | na temperaturskom

maksimumu Ty 1 (Kby ) za mesto Il na temperaturskom maksimumu T pp.

c(mM) T (°C) Kpi (M) Tme(°C) Kb (M)
0.05 45.8 7.0x10” 55.5 4.6x107
0.30 36.7 2.7x10 46,2 1.0 x10®
0.45 35.2 4.7x107 48.3 2.0x10™%°
1.00 42.3 5.4x10°7 53.9 5.0x10°°

20.00 35.4 3.6x10 45.4 3.0x10°°

Srednja vrednost broja liganada Xy, vezanih za mol nativnog proteina moze da se dobije iz
DSC rezultata predstavljanjem zavisnosti (log Zn*?) i recipro¢ne temperature maksimuma
prelaza (1/RTy) od logaritma koncentracije Zn *2 (Cousins 1985, Rosengarth et al 2001,
Rosgen 2001, Roseen i Hinz 2001) Slika 56 a) i b).

0.0018; 00018,
a) b)

0.00171 0.00174

N [ | [ | |

' 0.0016 1 0.0016 './"

I ] i

 0.0015- 0.0015

[

0.0014 000L4) X, |73

0.0013 T T T T T T T T T T T T T 1 0-0013 T T T T T T T T T T T T T !
45 40 35 30 25 20 -15 45 40 35 30 25 20 -15

log Zn(ll) log Zn (Il

Slika 56: Zavisnost recipro¢ne temperature maksimuma prelaza (1/RT) od
logaritma ukupne koncentracije Zn*? (log Zn*?): a) odredivanje srednje vrednosti broja

liganada Xy na temperaturskom maksimumu prvog prelaz (Tnm1) b) odredivanje srednje
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vrednosti broja liganada Xy na temperaturskom maksimumu drugog prelaza (Tmp). Puna

linija je linearni fit.

Srednja vrednost broja liganada Xy, vezanih za nativni protein nadena u ovom radu za
BSA je iznosila blizu 1 za prvo mesto vezivanja (Xy=0.77), i 7 za drugo mesto
vezivanja (Xn1=7.3). Moze da se zakljuci da je srednja vrednost broja liganada Xy, za
prvo mesto vezivanja (I) na temperaturi maksimuma (Tny;), mManja nego za drugo
mesto viezivanja ll, $to je u saglasnosti s rezultatima dobijenim za konstante vezivanja za
prvo mesto | (Ky) i drugo mesto Il (Kp;) (Tabela 18.) dobijenim u ovom radu.

Na osnovu dobijenih rezultata, po odredenom vecem broju liganada Xy, i po odredenoj
konstanti vezivanja Kp; moze da se zaklju¢i da mesto Il ima veéi afinitet vezivanja
jona cinka.

lako postoji dosta literaturnih podataka o interakciji Zn(11)-BSA (Stewart 2003, Liu et al
2005, Gu et all 2001, Masuoka et al 1993), ali jo§ uvek nije sa sigurno$¢u odreden afinitet
ovih mesta vezivanja, zbog razli¢itih eksperimentalnih uslova (pH, puferi, helirajuéi agensi,
razli¢ite varijanse albumina itd). Po rezultatima dobijenim u ovom radu mozZe da se
zakljuci da postoji specifi¢na interakcija cinka sa BSA, kao i da postoje specificna
mesta vezivanja jona Zn*? za protein BSA. Ova interakcija dovodi do stabilizacije
proteinske strukture, s obzirom na entalpiju denaturacije (AH®) te moze da se
pretpostavi kosmotropski efekat (Puolanne 2010) ovog jona na strukturu ptroteina.
Dobijeni razli€iti odnosi AH®/AHY" stepena kooperativnosti ukazuju na perturbacije,

reorganizovanje proteinske strukture vezivanjem jona cinka.
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4.13. Interakcija jona sa albuminom govedeg seruma metodom Izotermale titracione

kalorimetrije (ITC)

Interakcija albumina govedeg seruma BSA s razli¢itim kosmotropnim i kaotropnim jonima
pracena je metodom izotermalne titracione kalorimetrije (ITC). Interakcija BSA s jonima
cinka pri temperatri od 37°C i pri temperaturama od T= 37°C i T=20°C prikazana je na
Slici 57. Interakcija BSA s jonima Al*® i Na* prikazana je na Slici 58. Termodinamicki
parametri vezivanja jona na protein albumina govedeg seruma dobijeni iz ITC titracionih

krivih prikazani su u Tabeli 19.
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Slika 57: Titracione krive interakcije BSA sa 20mM ZnCl, na temperaturi od T=37°C
(@), i na temperaturi od T=20°C, (b): integralna kriva sa eksperimentalnim tackama (e) i

(---) kriva dobijena fitovanjem.
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Tabela 19.Termodinamicki parametri vezivanja jona na protein albumina govedeg seruma

dobijeni iz ITC titracionih krivih.

jon o) temper broj konstanta entalpija Chi2 slobodna entropija
atura mesta vezivanja vezivanja energija
(°C) | vezivanja Ky AH AG AS
N (M) (kJ /mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
K* KCI 37 28 3.79 x10° -889 15.2 -992.1 332
Na® | NaCl 37 34 2.45 x10° -720 16.05 -645.6 -241
A" | AICI, 37 257 7.03 x10° 9501.0 74842 |  -407.3 31961
Ni** | NiSO, 37 78 1.53 x10° -841.3 36.6 1828.7 3183
Pb”* | Pb(NOy), 37 49 0.92 x10° -3081.5 172.01 1165 9901
Cd** | cdsO, 37 8 36.23 x10° 21849 11546 9358824 -30119
Zn** | ZnCl, 20 55 1.494x10° 20.59 30.8 -396.9 1283
Zn** | ZnCl, 37 7.3 1.675x10° 54.59 40.1 -443.6 1254
cu” [ Cuso, 37 47 57.13 x10° 54097 1178 12924 126938

Iz dobijenih rezultata moze da se vidi da se interakcija razlic¢itih jona sa BSA ogleda u
razli¢itim vrednostima konstanti vezivanja, entalpije vezivanja i u broju mesta vezivanja.
To ukazuje na specificnost ili nespecificnost vezivanja jona za protein, kao i na postojanje
specifiénih mesta vezivanja. Tako vrednosti dobijene za Cu* i Zn*?, za koje je poznato
postojanje karakteristicnih, specifi¢nih mesta vezivanja na protein, ali na albumin ljudskog
seruma (HSA) i albumin pseéeg seruma (DSA) (Masuoka et al 1994), kao i za Cd*?
(Shcharbin et al 2007) dobijene u ovom radu ukazuju na visoku specifi¢nost, s obzirom na
dobijene vrednosti konstante vezivanja (K), entalpije vezivanja (AH) 1 broja mesta vezivanja
(N) Sto je u saglasnosti sa literaturom. Elektrostatske interakcije se odigravaju izmedu jona i
polarnih grupa proteina i egzotermnog su karaktera (-) (Wang et al 2011). Termodinamicke
vrednosti dobijene za interakciju Zn?* jona metodom ITC u potpunosti su u saglasnosti s
dobijenim vrednostima interakcije odredenim DSC metodom u ovom radu. Tako su broj
mesta vezivanja, za prvo i drugo mesto vezivanja (5 i 7, Tabela 19) kao i konstante
vezivanja dobijene razli¢itim metodama, veoma bliske vrednosti s visokim stepenom
podudaranja. Odredeni termodinamicki parametri interakcije ostalih jona sa BSA ukazuju
na malu specifi¢nost vezivanja, te da su ove interakcije nespeéificnog karaktera. Moze da se
pretpostavi da je njihov uticaj na protein kosmotropski ili kaotropski kao §to je definisano
Hofmeister —ovim nizom ( Puolanne 2010).

U literatruri postoji veliki broj podataka koje se odnose na odredivanje termodinamickih

parametara interakcije razli¢itih jona sa albuminom govedeg seruma (Hei Carter1992, Liu

et al 2005, Shcharbin et al 2007, Masuoka et al 1994) medutim direktno uporedivanje S
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rezultatima dobijenim u ovom radu nije moguce zbog velike raznolikosti uslova pri kojima

su interakcije pracene, kao $to su uslovi pH, pufera, temperatura, vrste i porekla proteina.
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Slika 58. ITC titracione krive interakcije BSA s jonima: a) Al* integralna kriva sa
eksperimentalnim tackama () i kriva dobijena fitovanjem (---); b) Na* (1) sirovi podaci, (I1)
integralna kriva sa eksperimentalnim tackama () i kriva dobijena fitovanjem (---) i ¢) Ca *

integralna kriva sa eksperimentalnim tackama (e) i kriva dobijena fitovanjem (---)
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5. ZAKLJUCAK

Osmotskom dehidratacijom svinjskog mesa Longissimus dorsi dobijen je proizvod sa
smanjenom koli¢inom vlage. Karakteristike novonastale proteinske osnove definisane
su metodama termalne analize i uporedene s termalnim odlikama svezeg mesa.
Iz rezultata dobijenih u ovom radu jasno moze da se zaklju¢i da osmotskom
dehidratacijom mesa u melasi $eéerne repe dolazi do o¢ekivanog gubitka vode ali i do
promene u jacini interakcija preostale slobodne vode s proteinskom osnovom i
smanjenja koli¢ine vezane vode u proteinskoj osnovi u poredenju s vodom svezeg
mesa.
Vezana voda kod osmotski dehidratisanog svinjskog mesa je smanjena za oko 4% u
poredenju sa sveZim mesom. Slobodna voda kod osmotski dehidratisanog mesa
uopsteno ima energetski jaéu interakciju za €évrsti proteinski matriksn no kod svezeg
mesa. Pri tome je o¢igledno postojanje dva energetski razli¢ita stepena interakcije ili
veze vode u osmotski dehidratisanom svinjskom mesu.
Moze da se pretpostavi da ova dva energetski razli¢ita stepena jacine vezivanja vode
odgovaraju vodi koju odrzavaju kapilarne sile zarobljenoj tzv. imobiliziranoj,
nepokretnoj vodi.
S obzirom na to da se oko 85% vode misiénog tkiva nalazi unutar guste miofibrilarne
mreze (intermiofibrilarno), a 15% se nalazi izvan ove mreze (ekstrafibrilarno), iz
dobijenih rezultata moze da se zaklju¢i da osmotskom dehidratacijom dolazi do
izuzetno velikih promena u mehani¢koj strukturi mesa. O veli¢ini ovih promena
najslikovitije govori promena koli¢ine vezane vode koju odlikuje nepokretljivost,
upravo zbog ¢vrstine veze ¢&ak i pri upotrebi jakih mehaniékih ili fizi¢kih sila, kao §to
su zamrzavanje ili grejanje. Osmotskom dehidratacijom dolazi do promene i
pregrupisavanja preostale vode u dva oblika sto ukazuje na mehani¢ko strukturne
promene u interfibrilarnoj mrezi i na pojednostavljivanje strukture proteinske osnove.
Strukturne promene u interfibrilarnoj mrezi i pojednostavljivanje strukture
proteinske osnove ogledaju se u obrazovanju tri strukturna nivoa osmotski
dehidratisanog mesa, koje se odnose na :

1. strukturni nivo vode vezane na protein tj. postojanje proteinske strukture

i posle osmotske dehidratacije (strukturni nivo 1);
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2. strukturni nivo mreze sa ujednaceno manjim porama tj. nivo energetski
jace vezane imobilizirane, nepokretne vode (strukturni nivo I1);
3. strukturni nivo mreze sa ujedna¢eno veéim porama tj. nivo energetski

slabije vezane imobilizirane vode (strukturni nivo I11).

Ispitivanjem termalnih osobina uzoraka osmotski dehidratisanog mesa sa smanjenom
vlagom ( ispod 20%) nadeno je postojanje staklastog prelaza, posto je najveéi deo vode
vezan za ¢vrstu proteinsku osnovu. U ovom radu su prvi put nadene i odredene

temperature staklastog prelaza za za suseno svinjsko meso sa vlagom nizom od 20%.

Pracenjem termalnih promena u osmotski dehidratisanom svinjskom mesu u periodu
od 60 dana pokazano je da rezultati o stabilnosti osmotski dehidratisanog mesa
dobijeni u ovom radu ukazuju na stabilnost prizvoda u ispitivanom vremenskom
periodu. Pokazano je da termalna stabilnost moze da bude znac¢ajan pokazatelj i
ostalih ¢inilaca stabilnosti proizvoda, kao §to su mikrobioloska stabilnost, aktivnost
vode, pH stabilnost, i oksidativna stabilnost. Posto promene izazvane delovanjem
mikroorganizama, oksidativne promene kao i promene u aktivnosti vode, neminovno
izazivaju promene u strukturi matriksa hrane koje se ogledaju u promenama
termalnih osobina hrane, metode termalne analize mogu da se Koristite za brzo

ispitivanje proizvoda poznatih termalnih odlika.

Termalne osobine osmotski dehidratisanog mesa pracene su pri rehidrataciji, te je
nadeno da su najpovoljniji uslovi rehidratacije s obzirom na postignuti procenat
rehidratacije (R 99%) ¢uvanja i odrZavanja homogenosti strukture proteinske osnove
rehidratacija na 40°C u vremenu od 60min. Ovako visoki procenat rehidratacije
pokazatelj je uspeds$nosti suSenja s obzirom na sa¢uvanost same strukture proteinske
osnove.

Pokazano je postojanje nativnih struktrura proteina osmotsaki osusenog mesa u
pocetnnom stadijumu rehidratacije. Tako osmotskom dehidratacijom dolazi do
konformacionih promena, do delimi¢ne denaturacije proteina mesa, $to je vidljivo iz
dobijenih entalpija (AH) denaturacije pojedinih proteina mesa koje se smanjuju u
procesu dehidratacije. Temperature maksimuma dentauracije za pojedini proteinski
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prelaz su nesto veée kod osmotski dehidratisanog mesa u poredenju sa sveZim mesom i
uglavom ostaju bliskih vrednosti tokom rehidratacije.

U procesu rehidratacije dolazi do daljeg smanjenja entalpija denaturacije (AH)
pojedinih proteina i do zadrZavanja malog procenta nedenaturisanih ili veoma malo
konformaciono promenjenih proteina. Njihove strukture su zadrZane pri rehidrataciji
na temperaturi od 20°C i u vremenu od 15 min i 45 min, 30°C i u vremenu od 15 min i
40°C i u vremenu od 15 min. Pri daljoj rehidrataciji prisustvo ovakvih struktura nije
nadeno. Pri rehidrataciji vidljiv je nestanak proteinskih prelaza u temperaturskom
opsegu od 60°C do 70°C. Interakcija s komponentama melase (ugljeni hidrati i soli) i
proteina je o€igledna, pa se smanjenje entalpije dobijene za osmotski dehidratisano
meso moze da protumaci navedenim interakcijama komponenti melase (soli, ugljeni
hidrati) s proteinima koje dovode do konformacionih promena, a one dovode do, u
ovom radu nadenih, termalinh odlika nagradene proteinske osnove.

Odredeni su KkinetiCki parametri denaturacije proteina sveZzeg i osmotski
dehidratisanog svinjskog mesa. Vrednosti energija aktivacije (Ea) dobijene za
proteine osmotski osuSenog mesa su nesto veée od vrednosti Ea dobijenih za sveze
meso. To je u saglasnosti s rezultatima koji se odnose na povecane temperaturske
maksimume denaturacije proteina osmotski osusenog mesa, nadene u ovom radu, te
moze da se pretpostavi da je nastala proteinska osnova termalno i kineti¢ki stabilnija.
Kinetika denturacije proteina u novostvorenoj proteinskoj osnovi osmotski osusenog

svinjskog mesa u melasi ukazuje na trajnost proizvoda.

Metodom modulovane diferencijalne kalorimetrije (MDSC) pokazano je da u uzorku
dehidritranog svinjskog mesa postoji deo proteina koji daju prelaze proteinske
denatruacije, dok je deo proteina nagradio proteinsku osnovu osmotskom

dehidratacijom i daje prelaze karakteristicne za umreZene makromolekule i gelove.

Analiza sastava makroelemaenata Na*, Ca** i Mg?* osmotski dehidratisanog svinjskog
mesa melasom Seferne repe pokazala je da dolazi do znacajnog porasta sadrzaja
makroelemenata u osmotski osuSenom svinjskom mesu. Ovaj porast je posledica
interakcije s proteinima mesa. SloZenost ovih procesa prikazana je na model sistemu

interacije jona sa proteinom albuminom govedeg seruma (BSA).
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Prucena je interakcija BSA s jonima cinka, te su odredene konstante vezivanja cinka
za protein, kao i broj mesta vezivanja metodama diferencijalne skenirajuce
mikrokalorimetrije i metodom izotermalne titracione kalorimetrija (ITC). Iz rezultata
dobijenih u ovom radu moze da se zakljuci da postoji specifi¢na interakcija cinka sa
BSA, kao i da postoje posebna specifiéna mesta vezivanja jona Zn*? za protein BSA.
Ova interakcija dovodi do stabilizacije proteinske strukture, s obzirom na entalpiju
denaturacije (AH® ) te moZe da se pretpostavi kozmotropski efekat ovog jona na
strukturu ptroteina. Dobijeni razliiti odnosi AH®/AH"" stepena kooperativnosti
ukazuju na reorganizaciju proteinske strukture vezivanjem jona cinka.

Nadena su dva specificna mesta mesta vezivanja cinka za protein s razlifitim
afinintetima vezivanja i uticaj stabilizacije proteinske strukture interakcijom sa
jonima, kao S$to je i nadena odlika nagradene proteinske osnove osmotski
dehidratisanog svinjskog mesa.

Metodom izotermalne titracione kalorimetrija (ITC) pokazano je postojanje
interakcija razli¢itih jona (K*, Na*, AP, Ni**, Pb?*, Ccd*, zn*, Cu?") s proteinom
albuminom (BSA), te su odredeni kineti¢ki i termodinamicki parametri vezivanja:
konstante vezivanja (K), entalpije vezivanja (AH) i broja mesta vezivanja (N),

slobodna energija (AG) i entropija (AS).
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