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Popis oznaka, kratica i simbola

aw aktivitet vode

ASTM American Society for Testing and Materials
BMV blijedo, meko, vodnjikavo meso

DMK diferencijalna motridbena kalorimetrija
Spvv sposobnost vezanja vode

Te zavrsna temperatura denaturacije

To pocetna temperatura denaturacije
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w maseni udio

AH entalpija denaturacije
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1. Uvod

Zamrzavanje je danas u svijetu jedna od naj¢eS¢ih metoda konzerviranja hrane kojom se
gotovo na neodredeno vrijeme, moze odrzati mikrobioloSka i biokemijska stabilnost hrane.
Zamrzavanje uzrokuje odredene viSe ili manje ireverzibilne promjene u hrani, koje su izravna
ili neizravna posljedica tvorbe leda i u funkciji su brzine zamrzavanja, Sto je zamrzavanje brze

to su te promjene manje i obrnuto.

Jedna od najznacajnih promjena je denaturacija miofibrilarnih proteina mesa zamrzavanjem i
skladistenjem u smrznutom stanju, do kojih dolazi nakon gubitka vode iz stani¢nih struktura

koja je do tada sluzila kao svojevrsna mehanicka barijera izmedu proteinskih lanaca.

Pile¢i surimi, proizveden modificiranom tehnologijom proizvodnje preuzetom iz proizvodnje
ribljeg surimija, ima dobra tehnoloska svojstva poput visoke sposobnosti vezanja vode i
stvaranja jakih gelova nakon zagrijavanja. Kako bi se tehnoloska svojstva dodatno poboljsala,
dodaju se razni dodaci kao npr. $krob i/ili albumin iz jajeta. Skrob se dodaje radi pobolj$anja
svojstava Zelatinizacije i teksture (Belibagi | sur., 2003.). Zelatinizacija $kroba popraéena je
povecanjem viskoznosti, bubrenjem granula, otapanjem kristala te gubitkom birefrigencije

(Cheow iYu, 1997.).

Diferencijalna motridbena kalorimetrija (DMK) je korisna tehnika za analizu ponasanja
misSiénih proteina u razlic¢itim toplinskim uvjetima (Findlay | Barbut, 1990.). Promjene u
strukturi proteina tijekom DMK analize nazivaju se prijelazne temperature, a maksimalne

temperature pri tim prijelazima koriste se njihovo prikazivanje.

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj modificiranih Skrobova izoliranih iz tapioke (MTS1 i MTS2)
te modificiranog Skroba izoliranog iz je€ma (MBS) na termofizikalna svojstva pilec¢eg surimija

(MPC) pomocu diferencijalne motridbene kalorimetrije (DMK).
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2. Teorijski dio

2.1. SKROB

Skrob je polisaharid, polimer glukoze koji se u prirodi javlja u obliku $krobnih zrnaca (granula).
Izgraden je od jedinica glukoze povezanih a-1,4 i a-1,6 glikozidnim vezama u dva polimerna
lanca; amilozu i amilopektin. Amiloza i amilopektin ¢ine 98—99 % suhe tvari Skroba (Babic i

sur., 2013.).

Amiloza je gotovo ravnolancasti polimer izgraden od jedinica a-D-glukoze medusobno
povezane a-1,4 glikozidnim vezama. Mjesta grananja su vrlo rijetka tako da amiloza zadrzava
svojstva ravnolancastog polimera i uvija se u strukturu dvostruke uzvojnice (Subarié¢ i sur.,
2012.). Molekule amiloze imaju hidrofobnu (lipofilnu) unutrasnjost Sto im omogucuje
formiranje kompeksa s jodom. Jod (kao I37) stvara komplekse s amilozom i amilopektinom.
Amiloza-jod kompleks je plave boje sto se koristi za odredivanje Skroba i koli¢ine amiloze u

Skrobu (Walter, 1998.).

Amilopektin je razgranati polimer sastavljen od glukoznih jedinica povezanih a-1,4 glikozidnim
vezama u strukturu ravnog lanca te a-1,6 vezama na mjestima grananja (Van Beyrun i Roles,

2005.).

Skrob je produkt asimilacije u li§¢u zelenih biljaka. Osnovne sirovine iz kojih se proizvodi $krob
su: kukuruz, krumpir, tapioka, penica i riza (Subari¢ i sur., 2011.). Veli¢ina i oblik $krobnih
zrnaca te udio amiloze i amilopektina ovisi o botani¢kom podrijetlu Skroba (Jobling, 2004.).
Zbog jedinstvenih kemijskih i fizikalnih svojstava te nutritivne vrijednosti, ima raznu primjenu
u prehrambenoj industriji. Koristi se kao emulgator, sredstvo za povezivanje razlicitih
sastojaka, stvaranje filma, stabilizaciju pjene, vezanje vode i arome, kao zamjenske masti,
sredstva za postizanje odredene teksture, poboljSanje stabilnosti i teksture i dr. (Eliason,

2004.).

Ponasanja Skrobnih granula u vodenoj suspenziji ovisi o gustoéi granule, strukturi amiloze i
amilopektina, kristalnoj strukturi granule te omjeru amiloze i amilopektina. Skrob je netopljiv
u hladnoj vodi, ali mozZe reverzibilno apsorbirati odredenu koli¢inu vode pri cemu dolazi do
bubrenja skrobne granule. Veéinom se mora otopiti prilikom industrijske primjene. Otapanje
Skroba u vodi naziva se Zelatinizacija. Provodi se zagrijavanjem skrobne suspenzije u vodi pri
¢emu nastaju razne ireverzibilne promjene; otapanje granule, nastajanje gela, povecanje

viskoznosti, gubitka opti¢ke aktivnosti, narusavanja kristalnog uredenja granule i dr.



2. Teorijski dio

Hladenjem Zelatinizirane Skrobne paste dolazi do povezivanja otopljenih molekula Skroba
vodikovim vezama. Sustav Skrob/voda prelazi u stanje s manjim sadrZajem energije. Ovo

svojstvo se naziva retrogradacija $kroba (Babié i sur., 2013; Subari¢ i sur., 2011.).

2.1.1. Modificirani skrobovi

Modificiranim Skrobovima se smatraju Skrobovi kojima je izmijenjena fizikalna i/ili kemijska
struktura nekih D-glukoznih jedinica u molekuli. Modificiranjem razli¢itim kemijskim,
fizikalnim ili enzimskim postupcima te kombinacijom navedenih postupaka (Slika 1) Zele se
poboljsati ili posti¢i odredena specificna funkcionalna svojstva Skroba (Babic i sur., 2013;
Subari¢ i sur., 2011.). Neka od njih su: snizenje/povisenje temperature Zelatinizacije pri éemu
nastaje skrob topljiv u hladnoj vodi, povecanje/snizenje viskoznosti Skrobne paste, povecéanje
stabilnosti te postizanje drugih specificnih svojstava kao S$to su otpornost na procese
smrzavanja/odmrzavanja, prozirnost paste, otpornost na snizeni pH, visoke temperature, i dr.
Osnovne sirovine za proizvodnju komercijalnih modificiranih Skrobova su kukuruz, vostani
kukuruz, tapioka i krumpir. Najces¢i kemijski postupci modifikacije Skroba ukljucuju

esterifikaciju, eterifikaciju, oksidaciju i umrezavanje (Babi¢, 2011.).

Supstitucija / Stabilizacija
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Slika 1 Postupci modificiranja $kroba (Subarié¢ i sur., 2011.)

Supstitucijom hidroksilne skupine sa funkcionalnom (esterskom ili eterskom) nastaju skrobni

esteri ili eteri. Funkcionalne skupine mogu biti acetatna, fosfatna, hidroksipropilna, i dr.).
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Stupnjem supstitucije (DS) se pokazuje koliko je zamijenjenih hidroksilnih skupina unutar
Skroba. Skrobni eteri su stabilniji od $krobnih estera, ¢ak i u uvjetima visokih pH vrijednosti

(Subari¢i sur., 2012.).

Skrobni acetati zauzimaju najvedi udio u proizvodnji supstituiranih modificiranih $krobova
zbog jednostavnosti procesa proizvodnje i jeftinog reagensa. Najéesce koristeni reagensi su
octena kiselina, acetanhidrid, vinil acetat, N-acetil imidazol i acetil fosfat. Uglavnom se koristi
acetanhidrid, sam ili u kombinaciji s katalizatorima. Za ubrzanje proizvodnje koriste se sljedeci
katalizatori: NaOH, sumporna kiselina, piridin te vodikov peroksid sa solima Zeljeza. Kao krajnji
produkt dobivaju se Skrobovi koji zadrzavaju stabilnu strukturu i teksturu proizvoda pri
oscilaciji temperature, s nizom temperaturom Zelatinizacije, smanjenom tendencijom
retrogradacije i sinereze Skrobnih pasta i gelova. Medutim, Skrobni acetati imaju manju
stabilnost u kiselim uvjetima i tijekom mijesanja pri visokim temperaturama (Babic¢ i sur., 2009;
Subari¢ i sur., 2011.). Primjenom kombinacije esterifikacije $kroba s umreZavanjem, dobivaju

se bolja svojstva modificiranog $kroba (Subaric¢ i sur., 2011.).

Tretiranjem Skroba multifunkcionalnim reagensima dolazi do njegova umreZavanja. Stvaraju
se intra- i intermolekulske veze izmedu molekula skroba $to dovodi do znacajnog povecanja
prosjecne molekulske mase Skroba i stvaranja stabilne kovalentne veze. Za umrezavanje
Skrobova najéesée se koriste fosfor oksiklorid, natrij tripolifosfat (STPP), natrij trimonofosfat
(STMP), epiklorhidrin, smjesa adipinske kiseline i acetanhidrida te vinil-klorid. Svojstva
umrezenih Skrobova su: visa temperatura Zelatinizacije, nizi kapacitet bubrenja, otpornost na
visoke temperature, mehani¢ku degradaciju, kemijske reakcije i snizen pH. Zbog toga se
upotrebljavaju kada je potrebna stabilna, visoko viskozna pasta pri visokoj temperaturi ili

niskom pH (Babi¢, 2007.; Gunaratne, 2006.).

Kao reagens za oksidaciju Skroba naj¢esce se koriste hipokloriti, koji prevode hidroksilne u
karboksilne i karbonilne skupine. Oksidacijom se depolimerizira molekula Sto rezultira manje
viskoznim pastama i gelovima te Skrobovima otpornijim na retrogradaciju (Babi¢, 2007.;
Subari¢isur., 2011.). Oksidirani $krob je bjelji od nativnog jer se procesom oksidacije uklanjaju
povisenu temperaturu pri kojoj mijenjaju boju u nepozeljnu Zutu ili smedu. Svojstva kojima
odlikuje oksidirani Skrob su niza temperatura Zelatinizacije, snizena tendencija retrogradacije

te dobivanje prozirnih pasti (Babi¢, 2007.).
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2.1.2. Primjena modificiranih Skrobova u mesnoj industriji

Dodaci na bazi Skroba koriste se u mesnoj industriji sami ili s drugim dodacima, najéesce
hidrokoloidima. Svrha dodataka je vezanje vode, emulgacija, poboljSanje iskoristenja,
stabilnosti i teksture mesnih proizvoda, te se koriste kao zamjenske masti i pri razvoju novih
proizvoda (Babi¢ i sur., 2013.). U tablici 1 prikazana je primjena pojedinih skupina

modificiranih Skrobova u mesnoj industriji (Tarté, 2009.).

Tablica 1 Primjena pojedinih skupina modificiranih Skrobova u mesnoj industriji (Tarté,

2009.)
Tip modifikacije Svrha modificiranja Funkcionalno svojstvo za mesnu
industriju
Supstitucija Poboljsanje topljivosti SniZenje temperature
Zelatinizacije
Poboljsanje stabilnosti na procese
zamrzavanja/odmrzavanja te
trajnosti proizvoda
UmreZavanje Stabilizacija Otpornost na visoke temperature
te nizi pH
Dekstrinizacija Hidroliza Niska viskoznost
Zamjenske masti
Poboljsanje topljivosti
Enzimi Snizenje viskoznosti Niza viskoznost
Zamjenske masti
Oktenilsukcinat Emulgiranje Stabiliziranje emulzija

Smanjenje gubitka masti
Supstituirani Skrobovi, dobiveni tretiranjem Skroba s propilenoksidom, upotrebljavaju se za
poboljsanje stabilnosti mesnih preradevina tijekom zamrzavanja i/ili odmrzavanja.
Esterifikacijom Skrobova poboljSava se sposobnost vezanja vode (SpVV), smanjuju se gubitci
tijekom kuhanja, pobolj$ava se tekstura i produiuje trajnost mesnih proizvoda. Skrobovi
tretirani okt-1-enilsukcinanhidridom imaju emulgiraju¢a svojstva te se dodaju u mesne
proizvode radi stabilizacije i zadrZavanja masti tijekom kuhanja. Dodatak supstituiranih
Skrobova (2 - 3 %) poZeljan je ukoliko je sirovina loSije kvalitete ili kod proizvoda s visokim
udjelom vode, npr. kod proizvodnje kobasica. Pri proizvodnji mesnih proizvoda s visokim
udjelom masti, dodatak modificiranih Skrobova osigurava poboljSanje stabilnosti gotovog

proizvoda.

UmreZeni Skrobovi upotrebljavaju se kao sredstva za postizanje Zeljene teksture i brze
sterilizacije pri proizvodnji konzerviranih mesnih proizvoda. Visoko-amilozni modificirani

Skrobovi imaju primjenu u proizvodnji pohanih mesnih proizvoda. Koriste se kao dodaci
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smjesama za prekrivanje njihove povrsine kako bi poboljsali teksturu i snizili apsorpciju ulja

tijekom przenja, dok dodatak umrezenih Skrobova pospjesuje hrskavost proizvoda.

Modificirani Skrobovi imaju primjenu i kao zamjenske masti. Kod proizvodnje mesnih
proizvoda smanjenog udjela masti koriste se modificirani skrobovi, hidrokoloidi i proteini.
Njihovom kombinacijom dobiva se proizvod zadovoljavajuée teksture. Najéesée se koriste
dekstrini koji ujedno imaju primjenu i kao dodaci razli¢itim zastitnim slojevima i smjesama za

oblaganje mesnih proizvoda.

U proizvodnji surimi proizvoda Skrobovi se prvenstveno dodaju radi ekonomic¢nosti Sto se
postize povecanjem udjela suhe tvari dodatkom Skroba kao znatno jeftinije sirovine.
Dodatkom modificiranih Skrobova postize se veéa SpVV te poboljSanje teksture. Kao
modificirani Skrobovi najc¢esée se koriste modifikati voStanog kukuruznog sSkroba, tapioke i

krumpira (Babic i sur., 2013.).

2.2. KONZERVIRANIJE MESA ZAMRZAVANIJEM

Fizikalna metoda konzerviranja hrane gdje se primjenom niskih temperatura stvaraju
nepovoljni uvjeti za rast i razmnozavanje mikroorganizama naziva se zamrzavanje (Herrera i
Mackie, 2004.). Dva su osnovna principa konzerviranja zamrzavanja: sniZenje temperature
hrane te kristalizacija i izdvajanje kemijski Ciste vode. Pri svakom snizenju temperature hrane
za 10 °C degradabilni procesi razgradnje hrane usporavaju dva do tri puta. Kristalizacijom se
izdvaja kemijski Cista voda, koncentrira intra- i ekstracelularna tekuéina, smanjuje aw hrane,
snizava pH te inhibiraju enzimatske reakcije i razvitak mikroorganizama. Temperature
zamrzavanja dovode do reverzibilne anabioze mikroorganizama (Kovacevié, 2001.;

Mastanjevi¢, 2010.).

Postupci zamrzavanja mesa mogu se podijeliti prema brzini zamrzavanja i nadinu odvodenja

topline. Prema brzini zamrzavanja dijele se na:

- spore, kod kojih je brzina kretanja fronte leda 0,1-0,2 cm/h,
- brze, kod kojih je brzina kretanja fronte leda 0,5-3,0 cm/h i
- vrlo brze, kod kojih je brzina kretanja fronte leda 5,0-10,0 cm/h i vise (Lovri¢, 2003.;

Mastanjevi¢, 2010.).

Optimalna brzina zamrzavanja mesa veca je od 0,5 cm/h.
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Prema nacinu odvodenja topline postupci zamrzavanja se dijele na:

- zamrzavanje u struji hladnog zraka,
- zamrzavanje kontaktom s hladenim povrSinama i

- zamrzavanje uranjanjem (imerzijom) u rashladno sredstvo (Mastanjevi¢, 2010.).

2.2.1. Mehanizam tvorbe leda

Kristalizacija vode odvija se u dvije faze: nukleacija i faza kristala leda. Nukleacija moze biti
homogena i heterogena. Homogena nukleacija je vrlo rijetka i nastaje sluéajnom agregacijom
vode visoke Cistoée uz pothladivanje od -30 °C do -50 °C. Heterogena nukleacija nastaje u
realnim sustavima gdje su prisutne sitne krute Cestice slicne konfiguracije ledu, odnosno pri
zamrzavanju hrane. Druga faza je rast kristala leda. Rast kristala zapocinje kada je stvoren
nukleus kriticne velicine. Na brzinu rasta utjecu: brzina ugradnje molekula vode u kristale leda,
brzina difuzije molekula vode iz nesmrznute otopine prema povrsini kristala, brzina odvodenja

topline te temperatura (Lovri¢, 2003.).

2.2.2. Velicina kristala leda i utjecaj na kvalitetu

Veli¢ina kristala je funkcija brzine zamrzavanja, odnosno brzine odvodenja topline. Znacajno
utjeCe na kvalitetu zamrznute hrane. Ovisi o broju molekula nastalih tijekom zamrzavanja.
Ukoliko nastane maniji broj nukleusa, nastat ée manji broj vecih kristala leda i obrnuto, sto je

vedi broj jezgri, nastat ¢e vedi broj sitnijih kristala (Lovri¢, 2003.).

Brzim zamrzavanjem mesa nastaje veliki broj nukleusa kristalizacije rasporedenih podjednako
intra- i ekstraceularno. Prelaskom vode u led i nastanka razlike tlaka intra- i ekstracelularne
tekudine, neznatna koli¢ina vode migrira izvan stanice, dok velika koli¢ina vode ostaje zadrZana
u stani¢nim strukturama. Sluzi kao mehanic¢ka barijera te tako sprjecava koagulaciju
proteinskih lanaca. Mali kristali leda uzrokuju manja mehanicka oSteéenja misi¢nog tkiva u
odnosu na velike. Vise reflektiraju svjetlost od velikih zbog €ega je smrznuto meso svijetlije od
mesa zamrznutog sporom metodom. Intracelularnim rastom malih kristala leda voda
minimalno migrira unutar stanice, sto tijekom odmrzavanja dovodi do manjeg izluéivanja
eksudata (mesnih sokova koji sadrze otopljene aminokiseline, mineralne soli, ekstraktivne

tvari, itd.), odnosno manjeg kala odmrzavanja (Lovri¢, 2003.; Mastanjevi¢, 2010.).
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Sporim zamrzavanjem nastaju veéa osSteéenja miSicnog tkiva, smanjena topljivost
miofibrilarnih proteina i sposobnost vezanja vode. Povecava se kalo odmrzavanja. Sporim
zamrzavanjem nastaje mali broj nukleusa rekristalizacije, i to uglavnom ekstracelularno.
Izdvaja se kemijski Cista voda u obliku kristala leda, koncentrira se ekstracelularna tekudina i
povecava osmotski tlak zbog ¢ega stani¢na tekudina difundira van stanice i doprinosi rastu
ekstracelularnih kristala leda. Odmrzavanjem mesa dolazi do ireverzibilnog gubitka vode iz
stani¢nih struktura, denaturacije (koagulacije) proteina te vedéeg izlucivanja eksudata

(Mastanjevi¢, 2010.).

Osim brzine zamrzavanja, drugi ¢imbenici takoder mogu imati utjecaj na veli¢inu kristala: vrsta
mesa, anatomska grada mesa, fiziolosko stanje, podrijetlo, uvjeti skladistenja, itd. Kako bi se
smanijila strukturna ostecenja tijekom zamrzavanja mesa i skladiStenja u zamrznutom staniju,

u meso se dodaju krioprotektori (Lovri¢, 2003.; Perez-Chabela i Mateo-Oyague, 2004.).

2.2.3. Krioprotektori

Sprecavanje denaturacije i oCuvanje sposobnosti Zeliranja miofibrilarnih proteina tijekom
zamrzavanja i skladiStenja vrsi se dodavanjem razli¢itih krioprotektora (MacDonald i Lanier,
1991.). Krioprotektori imaju ulogu posrednika pri vezanju vode za proteine i time povecavaju
maseni udio vezane (nesmrzljive) vode. Vezana voda pri uobicajeno koristenim
temperaturama zamrzavanja sluZi kao mehani¢ka barijera izmedu lanaca miofibrilarnih
proteina i sprje¢ava denaturaciju funkcionalnih proteina. Dio krioprotektorskih molekula se
otapa zbog slicne povrsinske napetosti onoj na granici vode i leda. Tada sluZi kao nukleus
kristalizacije i doprinosi stvaranju velikog broja malih kristala leda (Herrera i Mackie, 2004.;

Mastanjevi¢, 2010.).

Krioprotektori djeluju preko funkcionalnih hidroksilnih i karboksilnih grupa koje stvaraju
vodikove mostove s dipolnim molekulama vode i disociranim polarnim grupama
aminokiselinskih ostataka. Kao rezultat sprefava se proces dehidracije proteina,
intermolekularne reakcije ,oslobodenih® funkcionalnih skupina i stvaranje nepozZeljnih
sekundarnih produkata (koagulacija). Osim toga, usporena je ili potpuno obustavljena
migracija vode iz okoline proteinskih molekula, smanjena je povrsinska napetost vode koja
usporava rast i ograni¢ava veli¢inu kristala leda, te je sprije¢eno prekomjerno koncentriranje

otopine i povecanje aktiviteta otopljene tvari (MacDonald i Lanier, 1991.; Mastanjevi¢, 2010.).
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Tvari poput monosaharida, disaharida, Seéernih alkohola i polisaharida pokazuju visoku
krioprotektivnu ulogu. Ugljikohidrati se smatraju najznacajnijim krioprotektorima, ali zbog
slatkastog okusa njihova je primjena ograni¢ena (Herrera i Mackie, 2004.; Tornaniak i sur.,
1998.). Najucinkovitijim inhibitorom denaturacije proteina tijekom zamrzavanja i skladiStenja
u zamrznutom stanju pokazala se smjesa saharoze, sorbitola i natrijeva trifosfata (Kovacevic,

2001.).

2.3. MIOFIBRILARNI PROTEINI
Misi¢ni proteini mogu se podijeliti u tri osnovne skupine:

1) miofibrilarni - proteini topljivi u otopinama soli,
2) sarkoplazmatski — proteini topljivi u vodi i slabim otopinama soli, te
3) vezivnotkivni ili proteini strome — proteini netopljivi u vodi i otopinama soli

(Mastanjevi¢, 2010.).

Miofibrilarni proteini ¢ine oko 50-55 % ukupnog proteinskog sadrzaja misi¢a (Tornberg, 2005.).
Dijele se na miozin, aktin, tropomiozin, troponin, a-aktinin, B-aktinin, “M-pritein” i ”C-

preotein”. Najznacajniji su miozin i aktin (Kovacevi¢, 2001.).

Miozin je fibrilarni protein a-keratinskog tipa. Izgraden je po principu a-heliks uzvojnice (Slika
2). Sastoji se od dva polipeptidna lanca s oko 2000 aminokiselinskih ostataka. Svaka molekula
miozina se sastoji od dvije identi¢ne jedinice koje se sastoje od glave, vrata i repa, odnosno
glave i Stapica. Na globularno spljoStenim glavama nalazi se aktivno srediste za vezanje aktina
s miozinom. Miozini se slazu jedan pored drugog u snopice, pri ¢emu su glave miozina
okrenute prema aktinu. U predjelu repa nalazi se veliki broj kiselih (asparaginska i glutaminska
kiselina) i luznatih (histidin, arginin i lizin) aminokiselinskih ostataka, Sto dovodi do velike
sposobnosti vezanja vode na Stapice. Miozin nije samo strukturni protein, ve¢ ima i svojstva

enzima za $to je najodgovornija glava miozina (Kovacevi¢, 2001.; Mastanjevi¢, 2010.).

11



2. Teorijski dio

MIOZIN L

IR

0

d

99 99 9
5 9 99 9
DRER

d

MIOZINSKA GLAVA

T 08 6 &

2 € 6 %

2 2 000

¢ ¢ & ¢ @

| Z - LINWA

\

Slika 2 Shematski prikaz grade miofilamenata (a - grada miofribrila, b - grada tankih
filamenata) (Karlson, 1998.)

Aktin je "kontraktilni” protein miofibrila prisutan u misSi¢cnom tkivu u koli¢ini od 11 do 17 %.
Graden je od velikog broja globularnih monomera G-aktina povezanih u lance (Mastanjevi¢,
2010.). Aktin sadrZi puno prolina $to uzrokuje klupcanje proteinskih lanaca u globule i
onemogucavanje nastajanja heli¢ne strukture. Globule su sferi¢ne strukture s nepolarnim
grupama okrenutim prema sredini globula i polarnim okrenutim prema povrsini. Zbog takve
strukture, aktin ima malu SpVV. Pretpostavlja se da su pri formiranju aktinskog miofilamenta
prisutni i tropomiozin, troponin i a-aktinin. Njihova uloga je djelovanje kao osnova oko koje se
formira aktinski miofilament (Slika 2), pri ¢emu odreduju njegovu duZinu. Takoder se smatra
da se ugraduju u osnovu heliksa aktina, u Zljebove izmedu nizova G-aktina (Kovacevi¢, 2001.;

Rabeli¢, 1978.).

2.4. PILECI SURIMI

2.4.1. Tehnologija proizvodnje surimija
Surimi je poluproizvod proizveden strojnim iskoStavanjem i viSestrukim ispiranjem ribljeg
mesa solima (NaCl i NaHCOs) te dodatkom razli¢itih krioprotektora. Dodatak krioprotektora
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omogucuje sprjeCavanje denaturacije miofibrilarnih proteina i gubitak sposobnosti Zeliranja
tijekom zamrzavanja i skladiStenja u zamrznutom stanju. Prema biokemijskim znacajkama,
surimi je vlazni koncentrat miofibrilanih proteina. Miofibrilarni proteini su izolirani iz

iskoStenog ribljeg mesa postupkom usitnjavanja i viSestrukog ispiranja (Kovacevié¢, 2001.).

Najvaznija funkcionalna svojstva surimija su kapacitet Zeliranja i stabilnost tijekom
zamrzavanja i skladistenja u zamrznutom stanju. Zbog vedée zastupljenosti funkcionalnih
(miofibrilarnih) proteina, gel surimija je cjelovitiji, homogeniji i elasti¢niji od gela Zivotinja za
klanje. Odlikuje se velikom gustoéom umrezZenih fibrila aktinomiozina, elasti¢nos¢u,
ravhomjernom raspodjelom proteina i kompaktnoséu strukture kao rezultat sastava,
homogenizacije tijekom pripreme i krioprotektorskog djelovanja dodanih sastojaka. Proteine
Zivotinja za klanje u prosjeku ¢ine 16-28% sarkoplazmatski, te podjednakim udjelom proteini
strome koji ne sudjeluju u procesu Zeliranja ili imaju inhibirajuci ucinak. loni teskih metala,
osobito Ca®* i Mg?* koji s proteinima sarkoplazme grade helate nakon dezintegracije misiénih
vlakana, vezu se s disociranim karboksilnim grupama proteina. Tako sprjecavaju interakcije

proteinskih lanaca i inhibiraju proces Zeliranja (Kovacevié, 2001.).

Surimi se najviSe proizvodi iz Alaske ugotice (Theragra Chalcogramma). U Republici Hrvatskoj
najznacajnija sirovina je srdela od koje se dobiva surimi kvalitete jednake super A klasi surimija
proizvedenog iz Alaske ugotice. Kako bi se proizveo kvalitetan surimi, najvaznija je brza
prerada ribe nakon ulova, dakle prije nastupanja postmortalnih promjena mesa. Proces

proizvodnje je automatiziran (Slika 3) i sastoji se od sljedecih faza:

- priprema,

- mijeSanje s krioprotektorima,

- presanje u blokove mase 10 +/- 0,1 kg,
- pakiranje u polietilenske vredice i

- kontaktno zamrzavanje kondukcijom.

Kao krioprotektori najées¢e se koriste mono- i disaharidi, Seéerni alkoholi te dikarboksilne
kiseline. Polietilenske vrecice pokazale su se najdjelotvornijima zbog sprje¢avanja
dehidratacije surimija i kristalizacije isparene vode na rashladnim povrSinama izmjenjivaca
topline. Time doprinose ocuvanju mase i kvalitete te pospjeSuju ekonomicnost procesa

zamrzavanja. Strojno presSanje i pakiranje blokova surimija vrsi se u vakuumu zbog izbjegavanja

13
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inkorporacije zraka i stvaranja zra¢nih dzepova. Skladistenje zamrznutog surimija vrsi se na

temperaturama ispod -20 °C, i to najéesée pri -25 °C (Kovacevié, 2001.).
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Slika 3 Tehnoloska shema proizvodnje surimija (Kovacevi¢, 2001.)

2.4.2. Tehnologija proizvodnje pileceg surimija

Miofibrilarni proteini su najznacajniji proteini strojno otkoSenog pileceg mesa. Primarno su
nasli tehnolosku primjenu u proizvodniji jeftinih mesnih proizvoda niskog roka trajanja koji su
podvrgnuti toplinskoj obradi. Raspon primjene miofibrilarnih proteinskih izolata znatno se Siri.
Postoji moguéost zamjena i uporaba miSica pile¢ih prsa kao vezivnog sredstva u
restrukturiranim proizvodima ili kao dodatak skupljim i stabilnijim mesnim proizvodima. Tako
se miofibrilarni proteini pileéeg mesa mogu koristiti u proizvodnji pile¢eg surimija (Stangierski

isur.,, 2012.).

Pileci surimi je koncentrat miofibrilarnih proteina pileéeg mesa. Proizvodi se prema tehnologiji
proizvodnije ribljeg surimija. Za proizvodnju mesa najveéi znacaj ima meso mladih tovnih pili¢a
brojlera koji su komercijalni hibridi. Imaju izraZena sljedeéa svojstva: brzi rast, dobro
iskoriStenje hrane, otpornost na bolesti, poveéanu mesnatost prsa, bataka i zabataka, manju
masnocdu, izvrsnu kvalitetu mesa, itd. Zbog brZzeg prirasta, boljeg razvitka skupljih dijelova

tijela, boljeg klaonickog radmana te bijelog perja koje se strojno bolje uklanja Sto poboljSava
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senzorska svojstva i povecéava trziSnu vrijednost mesa, upotrebljavaju se muske linije pasmina.
Od linijskih hibrida teskih pasmina u Republici Hrvatskoj najzastupljeniji su Hybro, Ross,
Lohmann, Hubbars, Arbor Acres i drugi. Kod odredenih pasmina brojlera moze dodi do
nastanka vodnjikavog mesa (narocito prsnih misi¢a) slicnog BMV mesu svinja. Tako meso je
slabije tehnoloSke vrijednosti: slabija SpVV, blijeda boja, meksa konzistencija, loSa emulzijska
sposobnost, smanjena sposobnost stvaranja gela, itd. Pili¢i uzgojeni tzv. "Free range” ili

slobodnom uzgoju tovnih pili¢a imaju bolja organoleptic¢ka i druga svojstva (Kovacevi¢, 2001.).

Konacna kvaliteta gelova dobivenih iz ispranog strojno otkoSenog pileceg mesa nije uvijek
identi¢na i znadajno ovisi o sirovini i parametrima iskoriStenja, npr. broj ispiranja, vrsta

sredstva za ispiranje, omjeru pile¢eg mesa i vode, itd. (Stangierski i sur., 2012.).

2.5. DIFERENCIJALNA MOTRIDBENA KALORIMETRIJA (DMK)

Diferencijalna motridbena kalorimetrija (DMK) je termi¢ka metoda koja se najcesce koristi u
analizi hrane (Farkas i Mohdacsi-Farkas, 1996.). Zasniva se na mjerenju razlike toplinskog toka
izmedu uzorka i referentne tvari. Referentna tvar ne pokazuje nikakvu termicku aktivnost u
mjerenom temperaturnom rasponu zbog ¢ega se promjene uzorka mogu mnogo preciznije

zabiljeziti nego kad se mjeri samo apsolutna temperatura uzorka (Mastanjevi¢, 2010.).

Tijekom zagrijavanja ili hladenja uzorka kontroliranom brzinom u komoricama, mjeri se
energija koja je potrebna da razlika temperature izmedu uzorka i referentne tvari bude nula
(Nedi¢ Tiban, 2005.). Temperatura se mjeri kontinuirano pomoc¢u temperaturnih sondi. Grijaci
prema potrebi opskrbljuju jednu ili drugu komoricu toplinom sve dok ne dode do
izjednaCavanja temperatura uzorka i referentnog materijala. Uzorak ce apsorbirati ili
oslobadati toplinu u slucaju faznog prijelaza (taljenja, kristalizacije, isparavanja, kondenzacije,
sublimacije i staklastog prijelaza). Tada je potrebno dovesti ekvivalentnu koli¢inu topline ili
uzorku ili referentnom materijalu kako bi se uravnoteZila temperatura obiju komorica

(Mastanjevi¢, 2010.).

Instrument koji se koristi za provedbu ove metode naziva se diferencijalni motridbeni
kalorimetar (engl. DSC — Differential Scanning Calorimetry) koji se najc¢es¢e koristi od svih

termo-analiti¢kih instrumenata. DMK mjeri termic¢ke promjene u funkciji:
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a) vremena, odrzavajuci temperaturu referentnog i analiziranog uzorka konstantnom
(izotermno),
b) temperature, tako da se i uzorak i referentna tvar griju istom brzinom zagrijavanja

(dinamicki) (Nedi¢ Tiban, 2005.).

Podaci DMK analize prikazuju se termogramima kao brzina apsorbirane energije/dovedene
energije (Q) od strane uzorka u odnosu na referentni materijal (razlike toplinskog toka) u
ovisnosti o vremenu ili temperaturi (okoline ili uzorka). Toplinski tok odgovara prenesenoj
energiji i mjeri se u watima (W) ili miliwatima (mW). Ukoliko se mjeri prenesena energija u
vremenu, mjerna jedinica je mW ili J. Zbog mogucnosti mjerenja i interpretacije utjecaja
okoline i procesnih uvjeta DMK dijagrami pridonose optimizaciji toplinskih procesa.

(Mastanjevi¢, 2010.).

Zbog sposobnosti mjerenja toplinskog toka reda veli¢ine pW, odnosno visoke osjetljivosti DMK
metode, primjena je gotovo neogranicena. DMK metodom mogu se zabiljeziti svake fizikalne
promjene ili kemijske reakcije u kojima dolazi do oslobadanja ili troSenja vrlo malih koli¢ina
energije. U proslosti su toplinske metode uglavnom bile usmjerene na proucavanje polimera,
no stalnim usavrSavanjem tehnike i automatizacijom, primjena DMK metode konstantno se
proSiruje na nova podrucja primjene. Danas se koristi u farmaceutskoj, kemijskoj,
prehrambenoj i petrokemijskoj industriji gdje se koristi za istraZivanje termickih svojstava te
za rutinske analize i kontrolu kvalitete uzoraka tijekom proizvodnje i gotovih proizvoda

(Mastanjevi¢, 2010.).

Najvaznija primjena DMK u prehrambenoj industriji usmjerena je na istraZivanja:

stabilnosti i denaturacije proteina,

faznih prijelaza vodenih sustava Skrobova,

- toplinske Zelatinizacije polisaharida,

- faznog ponasanja zamrznutih ugljikohidratnih sustava,

- karakterizacije staklastog prijelaza i kriostabilizacije hrane,

- tocke taljenja i stupnja kristalizacije lipida,

- stabilnosti na oksidacijske procese,

- uz odgovarajuée konstrukcijske modifikacije DMK je pouzdana, precizna i relativno
brza metoda za odredivanje toplinske provodljivosti hrane (Farkas i Mohdacsi-Farkas,

1996.).
16
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Za dobivanje podataka DMK analizom mogu se koristiti dva razli¢ita sustava (Nedi¢ Tiban,

2005.):

a) DMK toplinskog toka (eng. Heat-flux DSC) i

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

2.5.1. DMK toplinskog toka

DMK metodom mogudée je provoditi kvantitativnha mjerenja zbog dobro definirane termicke

otpornosti u ¢eliji.

Toplinski tok Qs prema uzorku potjece od ogrjevne stjenke i referentne tvari te se moze

izracunati prema formuli (1):

Qs = Qs + Qs = Kcs(Tc - Ts) + Krs(Tr - Ts) [k]h_l] 1

gdje je: Ks— koeficijent prijenosa topline izmedu ogrjevne stjenke i uzorka (kJ h* m2 K1)
K:s— koeficijent prijenosa topline izmedu referentne tvari i uzorka (k) h* m2 K1)
T.— temperatura ogrjevne stjenke (°C)
Ts—temperatura uzorka (°C)
T,— temperatura referentne tvari (°C).

Na metalnim plo¢ama smjestene su male posudice u kojima se nalaze uzorak i referentna tvar
(Slika 4). Metalne ploce sluze za kontrolirani prijenos topline od izvora topline do uzorka i
referentne tvari. Na njima se provodi mjerenje temperature, odmah ispod posudica. Time se
eliminira utjecaj promjena termi¢kom otporu uzorka Sto rezultira moguénos$c¢u preciznog

mjerenja promjene entalpije (Mastanjevi¢, 2010.; Nedi¢ Tiban, 2005.).
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ZAGRIJAVANJE ZAGRIJAVANJIE
ILI HLABEN.JE ILI HLADENJE

REFERENTHA
TVAR

[ |

ULAF IZLAZ
INERNTHNOG AT INERNTHNOG

PLINA TERMOPAROVI PLINA

Slika 4 Shema komore DMK toplinskog toka (Mastanjevi¢, 2010.)

2.5.2. DMK kompenziranog toplinskog toka

Uzorak i referentna tvar su potpuno odvojeni jedan od drugog. Smjesteni su u odvojenim
komorama sa senzorima i sustavom za kontrolirano grijanje i hladenje. Svaka posudica
zasebno ima vlastiti izvor topline i temperaturno osjetilo (Slika 5). Temperaturni programator
sluZi za odrzavanje iste temperature uzorka i referentne tvari, dok elektronicki krug regulira
dovodenje i odvodenje topline prema drzacima uzoraka, kako bi se temperaturna razlika
odrzala na nuli. Kolicina kompenzacijske energije proporcionalna je toplinskom efektu
endotermne ili egzotermne transformacije koja se dogada u uzorku. Odgovaraju¢a promjena

entalpije moZe se neposredno izmjeriti (Mastanjevi¢, 2010.; Nedi¢ Tiban, 2005.).

Razlika toplinskog toka (Qs — Qr) mjerena je kompenzacijom s elektricnom strujom, pa imamo

Qe i Qe s odakle slijedi formula (2):

AQ, = (Qur — Qo) = (Cs — C,) - AT, /dT — Cs/K - d(AQ,)/dt + q

gdje je: Cs — toplinski kapacitet uzorka i posudice (kJ kg K1)

C.— toplinski kapacitet referentne tvari (k) kg™ K?).
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ZAGRILAVAN.E ZAGRIMANANIE ZAGRIJAVANIE
ILI HLADEHE LI HLABENJE AGRIAVANE

REFERENTHA
TVAR
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ULAZ ZLAT ULaZ FLAF
IHERNTHNDG INERNTHOG INERHTHNDG INEHN NG
PLIMA PLINA PLINA PLIMA
AT=0

Slika 4 Shema komore DMK kompenziranog toplinskog toka (Mastanjevi¢, 2010.)

2.5.3. Primjena DMK u analizi proteina

DMK metodom moze se proucavati termicka denaturacija tkivnih proteina, enzima i utjecaj
razli¢itih dodataka na svojstva proteina, odnosno konformacijske promjene do kojih je doslo

djelovanjem razli¢itih ¢imbenika.

Toplinska denaturacija proteina na DMK dijagramu se uocava kao endotermni vrh jer je
raspadanje intermolekularnih vodikovih veza endotermna reakcija. Suprotno tome, pucanje
hidrofobnih veza je egzotermna reakcija Sto moZe utjecati na odredivanje ukupne entalpije

(AH) (Mastanjevi¢, 2010.).

Kod procjene potrebne toplinske energije za denaturaciju proteina, za proracun vrijednosti
entalpije (AH) moze posluziti povrsSina ispod prijelaznog vrha. Temperatura denaturacije se
najéesce uzima kao temperatura vrha koju je moguce odrediti sa prijelaza. Aditivi koji se mogu
nadi u uzorku mogli bi otezati odredivanje procesnih uvjeta kao i odredivanje sadrZaja i vrste

aditiva u ispitivanoj namirnici (Farkas i Mohacsi-Farkas, 1996.).
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2.5.4. Primjena DMK za odredivanje krioprotektorske djelotvornosti
zamrznute hrane

Metodom nisko temperaturne DMK je omogucéeno proucavanje zamrznutih proizvoda,
odnosno procjenjivanje slicnosti izmedu sintetickih amorfnih polimera i staklasto formiranih
vodenih sustava. Upotrebljava se zajedno s drugim termoanalitickim tehnikama za
proucavanje sastojaka hrane u tehnologiji kriostabilizacije s obzirom na njihovu kemijsku i

teksturalnu stabilnost (Farkas i Mohacsi-Farkas, 1996.).

Usporedbe entalpije endotermne reakcije denaturacije izoliranih miofibrilarnih proteina (AH)
tijekom zagrijavanja u temperaturnom intervalu od 10 do 100 °C te usporedbe temperatura
u kojima se denaturacije dogadaju, upotrebljavaju se za pradenje intenziteta denaturacije
miofibrilarnih proteina tijekom zamrzavanja i skladistenja u zamrznutom stanju.
Zamrzavanjem i skladistenjem u zamrznutom stanju smanjuju se vrijednosti entalpija
denaturacije miofibrilarnih proteina. Vrijednosti entalpije koja opisuje toplinsku denaturaciju
izoliranog miozina i aktina rezultat je uvjeta skladiStenja, masenog udjela i vrste dodanih

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

3.1. ZADATAK
Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

a) pripremiti uzorke pile¢eg surimija postupkom visestrukog ispiranja destiliranom
vodom,

b) odrediti aw, pH i osnovni kemijski sastav uzoraka pileceg surimija i

c) diferencijalnom motridbenom kalorimetrijom odrediti temperature i entalpije
denaturacije miofibrilarnih proteina pileéeg surimija, pomijeSanih s razli¢itim

modificiranim Skrobovima (w =5 % i 10 %), nakon skladistenja 30 dana pri -30 °C.

3.2. MATERUAL | METODE

Uzorci pile¢ih surimija (MPC) pripremljeni su u laboratoriju iz mesa mladih tovnih pili¢a -
brojlera (uglavnom Pectoralis major M. i Pectoralis minor M.) po metodi prema Yang i Froning-
u (1992.) s izmjenama. Umjesto vodovodne vode, za pranje i ispiranje mesa koristila se
destilirana voda. DMK mjerenja provedena su na uzorcima pileceg surimija kojima su dodani
modificirani skrobovi tapioke i jeCma. Maseni udjeli modificiranih Skrobova su 5 i 10 % kao
postotak od ukupne mase. Uzorci pile¢ih prsa pripremljeni su u laboratoriju odvagom na

analitickoj vagi Tehtnica ET — 1111 s to¢nos¢u mjerenja mase + 1 mg.

3.2.1. Modifikacija izoliranog Skroba iz jeéma (MBS) i tapioke (MTS1 i MTS2)

Modifikacija izoliranog Skroba iz je¢ma (MBS) provedena je sljede¢im postupkom:

- Pripravljena je smjesa glutarne kiseline i acetanhidrida suspendiranjem 0,2904 g
glutarne kiseline u 4,35 g acetanhidrida. U 145 mL destilirane vode suspendirano je
100 g Skroba te je suspenzija homogenizirana mijeSanjem na magnetskoj mijesalici
(300 rpm) tijekom 30 min. pH suspenzije Skroba podesen je na 9,0 sa 1M NaOH te je,
uz odrzavanje pH oko 9, dokapavana smjesa glutarne kiseline i acetanhidrida.

- Po zavrsetku dodavanja reagensa za modifikaciju, Skrobna suspenzija mijeSana je jos
30 min, tako da je ukupno vrijeme trajanja reakcije iznosilo oko 2 sata.

- Reakcija je prekinuta podesavanjem pH na 5,0 s 1 M HCl te je suspenzija centrifugirana
pri 3000 rpm tijekom 5 min kako bi se izdvojio $krob. Skrob je ispiran destiliranom

vodom uz centrifugiranje (3000 rpm, 5 min) do obezbojenja supernatanta. Suspenzija
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Skroba je neutralizirana, jos jednom centrifugirana te je modificirani Skrob osusen na

zraku. Suhom skrobu (MBS) odreden je udio suhe tvari (susenjem na 130°C, 90 min).

Modifikacija izoliranog Skroba iz tapioke (MTS1) provedena je sljedeé¢im postupkom:

Modificirani Skrob iz tapioke (MTS1) pripravljen je po metodi prema Wurzburgu
(1960.). U 145 mL destilirane vode suspendirano je 100 g suhe tvari skroba te je
suspenzija homogenizirana mijeSanjem na magnetskoj mijesalici (300 rpm) tijekom 30
min. Smjesa azelainske kiseline i acetanhidrida pripravljena je suspendiranjem 0,1452
g kiseline u 4,35 g acetanhidrida. pH suspenzije Skroba u vodi podeSen je na 9,0
dokapavanjem 1M NaOH te je, uz odrzavanje pH oko 9, dokapavana smjesa kiseline i
acetanhidrida.

Po zavrSetku dodavanja reagensa za modifikaciju Skrobna suspenzija mijeSana je jos 30
min, tako da je ukupno vrijeme trajanja reakcije iznosilo oko 2 sata.

Reakcija je prekinuta podesavanjem pH na 5,0 s 1 M HCl te je suspenzija centrifugirana
pri 3000 rpm tijekom 5 min kako bi se izdvojio talog Skroba. Izdvojeni talog je ispiran
destiliranom vodom uz centrifugiranje (3000 rpm, 5 min) do obezbojenja
supernatanta. Suspenzija Skroba je neutralizirana, jo$ jednom centrifugirana te je
izdvojeni modificirani Skrob osusen na zraku. Suhom Skrobu odreden je udio suhe tvari

(130 °C, 90 min).

Modificirani Skrob iz tapioke MTS2 pripravljen je istim postupkom kao i modificirani Skrob iz

je€ma (MBS), samo je upotrebljeno 0,1452 g glutarne kiseline u 4,35 g acetanhidrida kao agens

za modifikaciju.

3.2.2.

Priprema uzoraka pileceg mesa

Priprema pileéeg surimija provedena je u tri faze (Slika 6):

1. faza

Nakon skidanja koZice, iskoStavanja i odstranjivanja preostale masnoée i veéih nakupina

vezivnog tkiva, meso pile¢ih prsa usitni se strojem za mljevenje (usitnjavanje) mesa,

propustanjem u dva navrata, kroz reSetku s otvorima promjera 2r = 2 — 4 mm. Poveéanjem

promjera povecéava se iskoriStenje sirovine, ali se postize manja kvaliteta ispranog pileceg

mesa.
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- 2.faza

Usitnjeno pile¢e meso se ispire destiliranom vodom. lako se ispiranjem usitnjenog pileéeg
mesa smanjuje iskoriStenje sirovine, doprinosi se stabilnosti miofibrilarnih proteina te
osiguravaju bolja Zeliraju¢a svojstva ispranog pileceg mesa. Usitnjeno pilece meso se najprije
ispire destiliranom vodom, 15 minuta u mjesalici pri umjerenoj brzini mjesanja (250 okretaja
min) pri 4 °C. Omjer mesa i vode tijekom ispiranja iznosi 1 : 3. Nakon mirovanja obire se
izdvojena mast i centrifugira 15 minuta na 800 g pri 4 °C, postupak se ponavlja tri puta, nakon
¢ega je odreden osnovni kemijski sastav prema AOAC metodi 2007,4 na Food Scan Meat

Analysr-u (Jovanovac, 2009).
- 3.faza

Pilec¢i surimi se uzorkuje i mijesa s modificiranim Skrobom u razli¢itim omjerima. Maseni udjeli
modificiranih skrobova su 5 i 10 %. Odredeni su kao udio od ukupne mase. Nakon pripreme
od ukupno sedam uzoraka mase po = 10 g svaki, uzorci su zatvoreni u polietilenske vredice,
oznaceni i zamrznuti u struji tekuéeg dusika. Skladisteni su na -30 °C po minuti. Tijekom
eksperimenta racunalom se prati svaka promjena temperature i toplinskog tijeka u zadanom
rasponu od 25 °C do 95 °C, s brzinom zagrijavanja od 10 °C po minuti. Po zavrsetku
eksperimenta dobije se DMK krivulja iz koje se pomoc¢u STAR® software-a odreduju vrijednosti
promjene entalpije aktina AHgq i miozina AHm, T,— poCetna ("onset”) i T.— zavrSna ("endset”)
temperatura denaturacije miozina i aktina te T, — temperatura denaturacije aktina i miozina
analiziranih uzoraka pileéeg surimija s dodatkom modificiranih skrobova izoliranih iz je€ma i

tapioke (MBS, MTS1 i MTS2).
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1. FAZA

2. FAZA

3. FAZA
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Tekuci dusik (Na)
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SMRZNUTI PILECI SURIMI (-30 C)

Slika 5 Shema tijeka proizvodnje pileéeg surimija
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3.2.3. Odredivanje temperature i entalpija denaturacije miofibrilarnih
proteina uzoraka pileceg surimija

Kalorimetar tvrtke Mettler-Toledo model 822e (Slika 7) koriSten je odredivanje temperature i
entalpija denaturacije uzorka, a mjerenja su provedena u atmosferi dusika Cistoce 5.0 (Linde).
Uredaj je opremljen keramic¢kim senzorom FRS 5 s 56 termoparova (Au/Au/Pd). Kalorimetar
omogucuje izvodenje dinamickih mjerenja u temperaturnom podrucju od -150 °C do 500 °C.
Bazira se na DSC metodi toplinskog toka. Opremljen je STAR® software-om, odnosno s pet

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

1) instalacijski program (eng. Install window) sadrzi sistemsku konfiguraciju i module
pomocu kojih se definira mjerno podrucje, kalibracijski materijali, plinovi i posudice
koje su u primjeni,

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

3) program za razliCite metode (eng. Method window) omogudéuje kreiranje
temperaturnih programa mjerenja,

4) program za izvodenje eksperimenta (eng. Experiment window) sluzZi za odabir metode
mjerenja s unosom podataka specificnim za eksperiment ( ime uzorka, masa uzorka,
priprema uzorka),

5) evaluacijski program (eng. Evaluation window) sluZi za analizu krivulja, tj. obradu

rezultata.

U bazi podataka STAR® sustava dostupne su Cetiri kalibracijske metode: totalna kalibracija
In/Zn; totalna kalibracija n-oktan/In; visestruka kalibracija temperature In/Zn (eng. Multiple
In/Zn); jednostruka kalibracija temperature s In ili Zn (eng. Single In; eng. Single Zn). U radu je
koristena totalna kalibracija n-oktan/In, dok je kalibracija toplinskog toka napravljena s

indijem (In).

Kontrola ili provjera (tzv. Check) pouzdanosti instrumenta (modula), koja odreduje razliku
izmjerene i odredene referentne vrijednosti temperature ili toplinskog toka ispitivanog
referentnog materijala radena je s indijem prije svakog mjerenja te nakon punjenja kontejnera
s komprimiranim i teku¢im dusikom. U radu je koristena opcija hladenja s teku¢im duSikom

(kontejner od 100 L, Messer, Frankfurt).
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Mjerenje se provodi tako da se eksperimentalni parametri unose u temperaturni program za
pojedine segmente (korake) u mjernom modulu. Tijekom mjerenja, mjerni podaci se
kontinuirano Salju iz DSC 822e modula prema racunalu. Podaci su prezentirani kao “on-line ”

krivulje u kontrolnom modul programu (eng. Module control window).

Slika 6 DMK kalorimetar tvrtke Mettler-Toledo model 822e

(https://www.google.com/search?g=dsc+mettler+toledo+882e&source=Inms&tbm=isch&sa

=X&ved=0ahUKEwidsNymm5bgAhUix4UKHQDiD5IQ_ AUIDigB&biw=1920&bih=938#imgrc=Si

UqC1U1VBdgDM:)

Umjeravanje instrumenta je prvi korak svake termo-analiti¢ke studije. Njime se podrazumijeva
skup postupaka koji pod specificnim uvjetima odreduju odnos izmedu vrijednosti veli¢ine
dobivene u mjernom instrumentu ili mjernom sustavu i odgovarajuéih vrijednosti standarda.
Najvaznije veli¢ine u DMK su temperatura (ili vrijeme) i diferencijalna (razlika) energija
(toplinski tok /toplinski kapacitet ili toplina/entalpija). Umjeravati se mogu temperatura,

karakteristike komore i DMK senzor, odnosno toplinski tok (Nedi¢ Tiban, 2005.).

Umjeravanjem se podeSavaju instrumentalni parametri s ciljem vraé¢anja izmjerenih
vrijednosti prema referentnima. Provodi se prije pocetka rada s novim uredajem i onda kada
provjera (tzv. “check”) nije dala dobre rezultate. U dobroj laboratorijskoj praksi “check” se
provodi jednom mjesecno. Bazira se na mjerenju termickim svojstava indija visoke Cistoce

(pocetne, engl. "onset” temperature taljenja i topline taljenja indija):

- In”onset” = T,;j=156,6 °C+ 0,3 °C,
"Heat flow” = AH:= 28,45 °C+0,6J g (Nedié Tiban, 2005.).
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Priprema uzoraka pile¢eg surimija za odredivanje temperature i entalpija denaturacije

miofibrilarnih proteina

Za mjerenje temperature i entalpija denaturacije miofibrilarnih proteina uzoraka pileéeg
mesa upotrebljene su odvage uzoraka od 15 + 2 mg. Prije svakog mjerenja smrznuti uzorci su
ostavljeni preko noci u hladnjaku na +4 °C radi odmrzavanja. U ovom istrazivanju sva DSC
mjerenja provedena su u tri paralele. Uzorci pileceg mesa izvagani su u standardnu aluminijsku
posudicu (40 pL). Odmah nakon hermetic¢kog zatvaranja posudice provedeno je DSC mjerenje.
Za odredivanje temperature i entalpija denaturacije uzorci su bili podvrgnuti temperaturnom

programu zagrijavanja od 25 °C do 95 °C, s brzinom zagrijavanja od 10 °C min2.

Odredivanje temperature denaturacije miofibrilarnih proteina pile¢eg surimija

Rezultati se obraduju pomocu numericke evaluacije i grafickih postupaka programa za
evaluacije (eng. Evaluation window) STAR® software-a. Podrucje evaluacije mozZe se odabrati
crtanjem okvira u podrucju u kojem se Zeli napraviti evaluacija ili pomoc¢u "auto limita", koji
omogucava automatsko odredivanje termickih promjena. Numeric¢ke evaluacije obuhvadaju
pocetne i krajnje tocke odredenih promjera, integracije s razlicitim baznim linijama,
temperature vrha (pika) krivulje (eng. Peak temperature) sa i bez ekstrapolacije, itd. Tim
nainom se omogucuje precizno odredivanje entalpije razliitih promjena i mjerenje
temperatura reakcija. Dio DMK krivulje u kojem se ne odvijaju termi¢ke promjene naziva se
bazna linija. Vrsta bazne linije odreduje dobivene rezultate. Zbog toga mora biti paZljivo
odabrana (ovisi o termickom efektu ili promjeni koja se ispituje, odnosno dijelu krivulje koji se

Zeli evaluirati) (Babic, 2007.; Nedi¢ Tiban, 2005.).
Pik (vrh) krivulje je odreden (Nedi¢ Tiban, 2005):

1. mjestom (pozicijom) - npr. pocetnom, krajnjoj, ekstrapoliranom pocetnom
temperaturom i temperaturom vrha krivulje,
2. veli¢inom - odnosi se na masu uzorka i energiju reakcije, i

3. oblikom - moZe biti povezan s kinetikom procesa.
Prema ASMT standardu (eng. American Society for Testing and Materials) definirane su i:

- temperatura pika (7p) (vrha krivulje) — temperatura koja odgovara maksimalnoj

defleksiji DMK krivulje,
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3. Eksperimentalni dio

- pocetna (eng. Onset) temperatura (T,) — temperatura kod koje je prisutno prvo
odvajanje defleksija (savijanje) krivulje od bazne linije,
- zavrSna temperatura (eng. Endset) (T.) — temperatura sjeciSta ekstrapolirane bazne

linije i uzlazne krivulje pika (Slika 8).

\ /To // Te

AH

q/'W

OaN3

v

TI°C

Slika 8 Odredivanje pocetne (T,), zavrsne (Te) i temperature vrha (T,) te entalpije (AH) neke

promjene u uzorku

Odredivanje entalpije denaturacije (AH) miofibrilarnih proteina pile¢eg surimija
Entalpija razlicitih promjena u analiziranom uzorku dobiva se integriranjem povrsine vrha
(pika) krivulje (Slika 9). Zbog vrlo male mase uzoraka koristenih u DMK analizi (10 - 20 mg)

javlja se problem reproducibilnosti rezultata te je neophodna dobra homogenizacija uzorka i

provedba vise paralelnih mjerenja.

3.2.4. Odredivanje pH vrijednosti i osnovnog kemijskog sastava

Vrijednost pH mjerena je uredajem pH/lon — Bench pH/lon/mV meter (Eutech Instruments
Pte Ltd/Oakton Instruments, USA), prema ISO normi 2917:1999 (HRN ISO 2917, 2000) te

uputama proizvodaca (pH/lon 510 Instruction Manual). Terenska mjerenja pH vrijednosti
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3. Eksperimentalni dio

provedena su pomocu prijenosnog pH metra pH 3210/3310 tvrtke WTW prema normi (HRN
ISO 2917:2000), (HNZ, 2000.).

Odredivanje udjela vode, bjelancevina i ukupnih masti provedena je pomocu uredaja
FoodScan Meat Analysera (FOSS) (Slika 9). Odredivanje je vrseno prema AOAC metodi 2007.4
(AOAC, 2007.).

Slika 9 FoodScan Meat Analyser

3.2.5. Odredivanje aktiviteta vode (ay)

Odredivanje aw se provodilo pomodu uredaja HygroLab 3 — Multi-channel Humidity & Water
Activity Analyser (ROTRONIC) (Slika 10), prema uputama proizvodaca (HygroLab Bench Top

Humidity Temperature Indicator Instruction Manual V2.0), pri sobnoj temperaturi (20 £ 2 °C).

Slika 10 HygrolLab 3 — Multi-channel Humidity Water Activity Analyser
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3. Eksperimentalni dio

3.2.6. Statisticka obrada rezultata

Od svakog uzorka izmjerene su tri vrijednosti za osnovni kemijski sastav, pH, aw, pocetne (T,),
zavrsne (Te) i temperature denaturacije (7,) ,te entalpije denaturacije (AH). Eksperimentalni
podaci za temperature i entalpije denaturacije analizirani su analizom varijance (one-way
ANOVA) i Fishero-ovim LSD testom ”najmanje znacajne razlike” (eng. Least significant
difference). Statisticka analiza provedena je upotrebom Statistica 7.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK.

SAD), a statisticki znacajne razlike izrazene su na razini vjerojatnosti od 95% (P < 0,05).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. REZULTATI
Rezultati istrazivanja, odnosno provedbe eksperimentalnog dijela diplomskog rada:

1) Odredivanje osnovnog kemijskog sastava, aw i pH uzoraka pileceg surimija (Tablica 2)

2) Odredivanje pH vrijednosti uzoraka pile¢eg surimija pomijeSanog s razli¢itim masenim
udjelima modificiranog Skroba nakon 30 dana skladistenja u zamrznutom stanju pri -
30 °C (Tablica 3)

3) Odredivanje temperatura denaturacije (7,, Tp, Te) i entalpija denaturacije (AH) miozina
i aktina uzoraka pileceg surimija primjenom DMK (Tablica 3, Tablica 4; Slika 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17)

Tablica 2 Osnovni kemijski sastav, aw i pH uzoraka pileceg surimija

Gradivna tvar/parametar Maseni udio (%)
Voda 83,75 +0,35
Proteini 15,61 +£0,42
Masti 0,71+0,17
pH 6,22 £ 0,07
Qw 0,99 0,01

Prikazani rezultati su srednja vrijednost * standardna devijacija.

Tablica 3 pH vrijednosti pile¢eg surimija pomijeSanog s razli¢itim masenim udjelima

modificiranih Skrobova (MTS1, MTS2 i MBS) nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju

pri -30°C
w (%) pH
0 5,89+ 0,01
5(MTS1) 5,93 + 0,01
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4. Rezultati i rasprava

10 (MTS1)

5 (MTS2)

10 (MTS2)

5 (MBS)

10 (MBS)

5,91+0,01

5,87 + 0,02

5,92 +0,01

5,81+0,01

5,92 +0,01

Prikazani rezultati su srednja vrijednost + standardna devijacija.

Tablica 4 Temperature denaturacije (To, T,, Te) i entalpija denaturacije (AH) miozina uzoraka

pileceg surimija pomijeSanog s razli¢itim masenim udjelima modificiranih Skrobova (MTS1,

MTS2 i MBS) nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju pri -30°C

w (%)

5 (MTS1)

10 (MTS1)

5 (MTS2)

10 (MTS2)

5 (MBS)

10 (MBS)

To (°C)

56.47°°+ 0.18

57,38 0.47

55.30°%+ 0.19

54.49% 0.07

55.91°°+ 0.34

56.79°+ 0.01

59.79+ 0.01

Tp (°C)

61.43°+ 0.04

61.29*°+ 0.04

61.01°+ 0.34

60.92% 0.06

60.48°+ 0.03

64.97°+ 0.01

65.26°+ 0.15

T (°C)

69.06°+ 0.18

67.0425+ 0.08

65.83°°+ 0.23

67.46°°+ 0.35

64.23°+ 0.05

69.252+ 0.08

69.78%+ 0.25

AHn, () g1)

6.95°+0.03
3.03°+ 0.06
2.13°¢0.12
3.48°+0.01
1.49°+ 0.04
8.93%°+ 0.01

9.70°+ 0.01

Prikazani rezultati su srednja vrijednost + standardna devijacija; razlike vrijednosti unutar

stupca oznacene istim slovom (a, b, c) nisu statisticki znacajne (p < 0,05).
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 5 Temperature denaturacije (7o, Ty, Te) i entalpija denaturacije (AH) aktina uzoraka

pileéeg surimija pomijeSanog s razli¢itim masenim udjelima modificiranih Skrobova (MTS1,

MTS2 i MBS) nakon 30 dana skladistenja u smrznutom stanju pri -30°C

w (%)

5 (MTS1)

10 (MTS1)

5 (MTS2)

10 (MTS2)

5 (MBS)

10 (MBS)

To (°C)

74.69c = 0.66

77.69a% 0.06

78.06a * 0.40

76.06b + 0.15

77.34a £ 0.20

75.02c £ 0.75

75.14c £ 0.27

T, (°C)

79.80c £ 0.34

80.31ab+ 0.07

80.53a+ 0.25

79.94bc £ 0.05

80.43a+ 0.03

79.98bc +0.10

80.01bc+ 0.05

Te (°C)

82.57ab +0.21

82.42b £ 0.01

82.38b £ 0.21

82.42b £ 0.10

82.50b + 0.06

82.52b + 0.05

82.82a+0.03

AH. () g™)

2.21a+0.05

0.53cd £ 0.12

0.28d +0.25

0.88c+0.16

0.51d +0.15

1.54b +0.16

1.78b+ 0.15

Prikazani rezultati su srednja vrijednost + standardna devijacija; razlike vrijednosti unutar

stupca oznacene istim slovom (a, b, c) nisu statisticki znacajne (p < 0,05).
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4. Rezultati i rasprava

4.2. RASPRAVA

Osnovni kemijski sastav, pH i aktivitet vode uzoraka pile¢eg surimija prikazani su u Tablici 2.
Ispiranjem pileéeg mesa s destiliranom vodom uklanjaju se sarkoplazmatski i vezivnotkivni
proteini, masti, slobodne masne kiseline, slobodne aminokiseline i ostali makromolekularni
spojevi, te dolazi do povecanja koncentracije miofibrilarnih proteina, promjene ionske jakosti

i pH vrijednosti miofibrilarnih proteina.

Rezultati mjerenja pH vrijednosti uzoraka pileéeg surimija pomijeSanih s razli¢itim
vrijednostima modificiranih skrobova (w = 5 i 10 %) nakon 30 dana skladistenja pri -30 °C,
prikazani su Tablici 3. Dodatak modificiranih Skrobova nije imao znacajniji utjecaj na pH

vrijednost.

DMK mjerenja provedena su na sedam razli¢itih uzoraka pileceg surimija, s dodatkom
modificiranih Skrobova izoliranih iz tapioke i je¢ma u razli¢itim masenim udjelima (w=5i 10
%), u temperaturnom intervalu od 25 °C do 95 °C s brzinom zagrijavanja od 10 °C min-X. Nakon
pripreme uzoraka pileceg surimija, dodani su im modificirani Skrobovi u masenim udjelima od
5i 10 %. Uzorci su zatim zamrznuti brzim postupkom zamrzavanja u struji tekuéeg dusika i
uskladisteni mjesec dana na temperaturi od -30 °C, te su provedena DMK mjerenja. DMK
uredajem omogucena je brza i efikasna kontrola parametara koji definiraju nacin i uvjete
mjerenja. Zbog velike osjetljivosti mjerenja i neposrednog (on-line) pracenja rezultata
raCunalom, omoguceno je jednostavno prikupljanje i obrada podataka te graficka

interpretacija rezultata.

Na Slikama 11 — 16 prikazani su termogrami analiziranih uzoraka pile¢eg surimija s dodatkom
razli¢itih modificiranih Skrobova u masenim udjelima od 5 i 10 %. Vidljivo je da svaki
termogram ima dva karakteristi¢na pika. Sukladno standardnom DMK termogramu misi¢nog
tkiva (Slika 17) pikovi u termogramima (Slike 11 — 16) predstavljaju endotermne reakcije

denaturacije aktina i miozina tijekom zagrijavanja.
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OdN3
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Slika 17 Standardni DMK termogram misi¢nog tkiva (A — entalpija denaturacije miozina, B —
entalpija denaturacije sarkoplazmatskih proteina i kolagena, C — entalpija denaturacije

aktina) (Mastanjevic¢, 2010.)

Pomocdu STAR® software-a odredene su vrijednosti pocetnih temperatura denaturacije (7o),
temperatura denaturacije (Tp), zavrSnih temperatura denaturacije (Te) i entalpija denaturacije
(AH) miofibrilarnih proteina uzoraka pileceg surimija iz DMK termograma. T, predstavlja
pocetak vrha DMK krivulje, Tp vrh krivulje i Te zavrSetak vrha krivulje. Navedene temperature

ekstrapolirane su iz DMK termograma i prikazane u Tablicama 4i 5.

S obzirom na vrstu i maseni udio dodanog modificiranog Skroba, temperature denaturacija
miozina i aktina pileéeg surimija statisticki znacajno variraju (p < 0,05) (Tablice 4 i 5; Slika 18).
Dodatak modificiranih Skrobova izoliranih iz tapioke (MTS1 i MTS2) u pileci surimi rezultirao je
statisticki znacajnim (p < 0,05) smanjenjem temperature denaturacije (Tp) miozina i (Tp) aktina
uzoraka pile¢eg surimija. Jedino je dodatak modificiranih skrobova izoliranih iz je¢ma (MBS)
(w=51i10 %) uzrokovao statistic¢ki znacajno (p < 0,05) povecanje temperature denaturacije i
miozina i aktina uzoraka pile¢eg surimija od 61,43 °C do 65,26 °Ci od 79,80 °C do 80,01 °C.
Povedanje temperature denaturacije s poveéanjem masenog udjela MBS-a moZe se
protumaciti kao stabilizacija miozina i aktina miofibrilarnih proteina buduéi da su potrebne

viSe temperature za denaturaciju navedenih miofibrilarnih proteina.
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Pomocu STAR® software-a odredene su vrijednosti promjene entalpije miozina (AHnm) i aktina
(AH,) metodom integracija povrsina vrha endotermnih krivulja. Vrijednosti AH izraZzene su po

gramu proteina (Tablice 4i 5).

\mc.ﬂqﬂls 10%
MPC+MBS 5%
MPC+MTS2 10%
MPC+MTS2. 5%
MPC+MTS 10%
0.05 Wg"

MPC+MTS1 5%

MPC

56 B0 64 68 72 76 B0 84°C

Slika 18 DMK termogrami pileceg surimija (MPC) s dodatkom modificiranih skrobova
izoliranih iz tapioke (MTS1 i MTS2) i je€ma (MBS), masenog udjela 5 i 10 %, nakon 30 dana

skladiStenja u zamrznutom stanju pri-30 °C

Vrijednosti entalpija denaturacije (AH) miozina i aktina uzoraka pile¢eg surimija pomijesanih s
modificiranim Skrobovima (w = 5i 10 %) nakon 30 dana skladiStenja u zamrznutom stanju pri

-30 °C prikazane su u Tablicama 4i 5.
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S obzirom na vrstu i maseni udio dodanih modificiranih Skrobova, entalpije denaturacije (4H)
znacajno statisticki znacajnim (p < 0,05) variraju. Entalpije denaturacije miozina (AHm) uzoraka
pileceg surimija pomjesanih s modificiranim Skrobovima izoliranih iz tapioke (MTS1 i MTS2)
pokazale su statisticki znacajno (p < 0,05) smanjenjem s povecanjem masenog udjela

navedenih Skrobova.

Povecanjem masenog udjela modificiranog Skroba iz je¢cma (MBS) u uzorcima pileéeg surimija
povecavaju se statisticki znacajno (p < 0,05) i entalpije denaturacije miozina i aktina (AHm, AH4)

(Slike 11-16; 18).

Kako su vrijednosti entalpija denaturacije (AH) izravno povezane s koli¢inom nativnih proteina,
visSe vrijednosti entalpija denaturacije (AH) dovode do zaklju¢cka da modificirani Skrobovi
izolirani iz je¢ma (MBS), sukladno mehanizmu krioprotekcije, ulaze u interakcije s
miofibrilarnim proteinima pile¢eg surimija, Sto rezultira povecanjem masenog udjela
nesmrzljive vode, viSim temperaturama denaturacije (7,) i ve¢im vrijednostima entalpije
miofibrilarnih proteina. Vec¢i maseni udio vezane vode u uzorcima rezultira boljim o¢uvanjem
miozina i aktina tijekom zamrzavanja i skladiStenja u zamrznutom stanju, odnosno ve¢om

entalpijom denaturacije.
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5. Zakljuéci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljuéci:

1. DMK termogrami uzoraka pileéeg surimija s dodatkom razli¢citih masenih udjela
modificiranih skrobova izoliranih iz tapioke i jeéma (w =5 i 10 %) sastojali su se od dva
karakteristicna pika koji, sukladno standardnom DMK dijagramu misSi¢nog tkiva,

predstavljaju endotermne reakcije denaturacije miozina i aktina tijekom zagrijavanja.

2. Analizom varijance temperatura denaturacije (Tp) miozina i aktina pokazano je da su
temperature denaturacije (T,) miozina statisticki znacajno varirale (P < 0,05) sa dodatkom
modificiranih Skrobova (MBS, MTS1 i MTS2) u masenim udjelima 5 i 10 %. Jedino je
dodatak modificiranog skroba izoliranog iz je¢ma (MBS) uzrokovao statisti¢ki znacajno (p
< 0,05) povecanje vrijednosti temperatura denaturacije i miozina i aktina. Povecanje
temperature denaturacije miozina i aktina dodatkom MBS-a ukazuje na moguénost
interakcija i stabilizacije miofibrilarnih proteina s modificiranim Skrobom izoliranim iz

jeCma (MBS), bududi da su bile potrebne vise temperature za denaturaciju proteina.

3. Entalpije denaturacije miozina (AHm) uzoraka pile¢eg mesa s dodatkom MTS1 i MTS2 (w =

5110 %) pokazuju statisticki znacajno (p < 0,05) smanjenje entalpije denaturacije miozina.

4. Povecanjem masenog udjela modificiranog Skroba iz je¢ma (MBS) u uzorcima piléeg
surimija povecavaju se i entalpije denaturacije miozina i aktina (AHm, AH,) $to upucuje na
zaklju¢ak da modificirani Skrobovi izolirani iz je¢ma (MBS), sukladno mehanizmu
krioprotekcije, ulaze u interakcije s miofibrilarnim proteinima pileéeg surimija. Tim
interakcijama dolazi do povecanja masenog udjela nesmrzljive vode, viSih temperatura
denaturacije (Tp) i vecih vrijednosti entalpije denaturacije miofibrilarnih proteina. Veci
maseni udio vezane vode u uzorcima rezultira boljim ocuvanjem miozina i aktina tijekom

zamrzavanja i skladisStenja u zamrznutom stanju, odnosno ve¢om entalpijom denaturacije.
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