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Nawni rad

SDS-PAGE elektroforezom analizirani su proteinskiip polususenih kobasica proizvedenih u
tradicionalnim i industrijskim uslovima. Pripremouzoraka razdvojene su sarkoplazria# i
miofibrilarne frakcije.R@unarskim programom Total Lab denzitometrijski swerpfunate
kolicine proteina u uzorcima i procentulane zastupljeénpsjedina’nih proteina. Molekulske
mase proteina su protanate na osnovu bazdarne krive za standard poznadilekulskih masa.
Pracene su kvalitativne i kvantitativne promjene pidetokom zrenja prvog, desetog i
dvadesetog dana. Rezultati pokazuju déidivrijednosti izméu varijanti kobasica a takie su
evidentne i promjene tokom zrenja kod obe varijamt®@bjema frakcijama. Tradicionalna
kobasica u sarkoplazmatioj frakciji sadrzi proteine srednjih i malih moldkkih masa (od 77-
20 kDa) i samim tim trpi manje transformacije i ggadnju proteina, dok industrijska kobasica
kroz isti period zrenja trpi @ razgradnju, véa je i westalost razlitih proteina (od 123- 20
kDa). S druge strane miofibrilarne frakcije obe &slze imaju stfan proteinski sastav (od 120-
20 kDa) i trpe skine procese razgradnje i transformacije proteina.z{odm na to da su se
razlicito mijenjale i pH vrijednosti tokom eksperiment@zmatrano je u kojoj su mjeri ove
promjene uticale na proteinske profile tokom zretj&upan intenzitet proteolitkih procesa
nije bio isti kod razlfitih kobasica iako je kod obe varijante nakon dseteg dana evidentno
iScezavanje proteina véh molekulskih masa i pos@nje broja proteina manjih molekulskih
masa.

Kljuéne rijec¢i: kobasice, sarkoplazmatii proteini, miofibrilarni proteini, SDS elektrofera,
zrenje, proteoliza

uvoD

Potrebecovjeka za proteinima mogu biti kvalitativne ( zawasod koltine azota) i kvantitativhe
(zavisno od koliine aminokiselina). M&utim, joS uvijek nije postignut jedinstven konsesizu
najbolje ih je planirati u ishrani tako d¢me 10-15 % kalorijskog unosa na dan.The National
Research Council trenutno smatra da je potrebngitifip8 g proteina po kg tjelesne mase na
dan. Potrebe u proteinima se mogu definisati ke katicina proteina koja obezhjaje azotnu
ravnotezu odraslih i pozitivni azotni bilans ko@ck. OpSte je poznato daneso odkan izvor
proteina Proteini iz mesa su visoko iskoristivi i sadrze &aan udio esencijalnih aminokiselina.
Kobasice swesti i nezaobilazni proizvodi od mesa, veoma zdigipu ishrani savremenog
covjeka.
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Pripremaju se na osnovu proiziaske specifikacije, i mogu secekivati razlike u kvalitetu i
sastavu ovih proizvoda od radtih proizvaiaca. Meso koje se koristi za izradu kobasica
nagee je izgr@eno od poprno- prugastih miga. Popréno-prugasto migno tkivo ¢ini
najveti dio misicne mase Zzivotinjskog tijela, ono izgrtge miste trupa i udova, miée jezika,
Zdrijela, grkljana. Vé& dio citoplazmatskog sadrzaja ndiSe celije ¢ine kontraktilna vlakna-
miofibrili, a manji dio koji se naziva sarkoplazngpada na citoplazmin matriks galijskim
organelama, zrncima glikogena, masnim kapima i latmgom( 1).

MiSi¢i Zivotinja su povezani vezivnim tkivom, diji sastav ulaze proteoglikani, kolagen,
elasténa i retikulinska vlakna.Ukoliko kobasice sadrigewezivnog tkiva u odnosu na néiso
imaju manju bioloSku vrijednost. Zbog toga je upsima o kvalitetu proizvoda od mesa u
mnogim zemljama pa i kod nas ogi@m maksimalan sadrzaj proteina vezivnog tkiva (2).
Prema Pravilniku o kvalitetwsitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvodamesa
Sadrzaj proteirn mes ili sadrzaj ukupnih proteia mora biti najmanje 14%, a reltivan sadrzaj
kolagerm u proteinim je mjvise 16% (3).

U velikom broju radova pra@vane su kvalitativne i kvantitativne biohemijskardkteristike
proteina u mesu u zavisnosti od starosti zivotinost-mortalnog perioda (4,5,6).Kad su u
pitanju osobine gotovih proizvoda od mesa koja genjaju tokomcuvanja véina istrazivanja
su posvéena mikrobioloskim i senzornim analizama. Mnogdad govore o tome da vrsta
mesa utie na kvalitet proizvoda (4, 7, 8, 9, ). Eka-hemijske i biohemijske promjene u
kobasicama koje se deSavaju tokom vrem&manja su kompleksne i intenzivne. Promjene
nastaju véim dijelom usljed intenzivne aktivnosti prisutnekmaflore koja fermentacijom stvara
mlijecnu kiselinu i smanjuje pH vrijednost. S jedne stracidifikacija potpomaze stvaranje boje
i bolju koagulaciju proteina utii¢i tako na konzistenciju kobasica ( 10). S drugarsrpovéava
se aktivnost mignih proteaza uslied smanjenja pH jer je njihov mptn pri nizim
vrijednostima ( 11). Proteoliza uzrokovana aktiviuo&ndogenih i mikrobioloskih proteinaza
povetava sadrzaj slobodnih aminokiselina, peptida ipgegtida koji uttu na miris i ukus
kobasica ( 12). Vaznost acidifikacije se ogledatomne Sto se na taj &ia smanjuje humiditet
koji je vazan faktor u razvoju mikroorganizamakd&apatogenih, tako i onih koji @i na
senzorne karakteristike kobasica (13).

Proteinaze u mesu su lokalizovane u émn ¢elijama, kako u citosolu tako i u membranskim
organelama, kao Sto su lizozomi i odgovorni su egradacija proteina u mesu u zavisnosti od
starenja zivotinja. Literaturni podaci (14) pokarzwja najvéi uticaj na ovaj fenomen ima
kalpain sistem, a veliki z&aj na biohemijske i strukturne promjene proteimaaju katepsini
(EC B-3.4.22.1; L-3.4.22.15;D-3.4.24.5) (15). Lipozalni katepsini (B, D, H i L), citosolne
neutralne peptidaze (kalpain), dipeptidil peptiddzg 11, 1l i 1V), alanil, arginil, leucil, i
piroglutamil aminopeptidaze izolovane iz skeletmiiSica svinja imaju veliki doprinos u
teksturi mesa (16, 17).

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi kako se mijepjateinski profil u sarkoplazmétioj i
miofibrilarnoj frakcijiu kobasicama koje su proemene u industrijskim i u tradicionalnim
uslovima tokom vremena stajanja te koliko se gearomjene mogu smatrati relevantnim u
razmatranju kvaliteta proizvoda.



MATERIJAL | METODE

Odabir i priprema uzorka

Za analize u ovom eksperimentu uzete su dvije \petasuSenih fermentisanih kobasica. Prva
varijanta (A) je kobasica proizvedena u dématvu u tradicionalnim uslovima, a napravljena je
od kombinacije svinjskog i godeg mesa. Druga varijanta (B) je tdko polusuSena
fermentisana kobasica kombinacije svinjskog i gege mesa ali dobijena industrijskom
preradom. Kod obe vrste kobasica odnos svinjskagpveieg mesa je bio 90:10. Estak
eksperimenta je anat od vremena datuma proizvodnje obe vrste uaorak

Priprema sarkoplazmatnih i mifibrilarnih proteina

Ekstrakti sarkoplazmatiih proteina su dobijeni prema metodi Toldra i dafei (18). Cetiri
grama kobasice homogenizovano je u 40 mL 0,03Mjwmas- fosfatnog pufera (pH 7,4), pet
minuta. Homogenizovana smjesa je centrifugirananirtuta na 6000 rpm. Supernatant sadrzi
sarkoplazmatine proteine.Miofibrilarni proteini ekstrahovani mutaloga homogenizacijom sa
rastvorom koji sadrzi ureu (8M) i 1¥¢ merkaptoetanol, dva minuta u blenderu . Homoggnat
ponovo centrifugiran 15 minuta na 6000 rpm i dabigupernatant sadrzi miofibrilarne proteine.

Proteinski ekstrakti soje su pripremani tako Std gesoje sprasio u 4 mL 0,1M Na- fosfatnog
pufera pH 6,4 i centrifugiran 15 minuta na 3000 r@dwmbijeni supernatant sadrzi solubilne
proteine. Za ekstrakt jonskih proteina preostatigaz solubilne frakcije je tretiran sa 3 mL Na-

fosfatnog pufera (pH 7,0), centrifugiran 15 minuta 3000 rpm. Nakon odstranjivanja
supernatanta talog je inkubiran 30 minuta u 1 QM Na- fosfatnog pufera (pH 7,0) koji je

sadrzavao 1M NacCl, i centrifugiran 15 minuta na@@m. Dobijeni supernatant je sadrzavao
jonski vezane proteine.

Odredivanje ukupnih proteina

Ukupni proteini u uzorcima oddeni su metodom po Lowry-u. 1mL ekstrakta proteina
(sarkoplazmatinih i miofibrilarnih respektivno) pomijeSa se sank radnog rastvora (N&O; u
NaOH i CuSQx5H,0O u K,Na-tartaratu), ova smjesa stoji 10 minutajnzese doda 0,6 ml
rastvora Follin-a (Follin- Cicalteu-ov rastvor urm$u 1:5 sa pD). Ova smjesa stoji pola sata u
tamnom. Nakon stajanja mjeri se apsorbanca na 10 odreiuju se proteini na osnovu
bazdarne krive za BSA (BSA- Beef Serum Albumin).

Natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektrofa (SDS- PAGE)

Uzorci su prije elektroforeze pomjeSani sa pufemanuzorke (0,125M TrisCl, 4% SDS, 20%
glicerol, 2% 2-merkaptoetanol, Bromfenol plavo, pt8) i grijani na 10%C ,10 minuta. Za
sarkoplazmatine proteine upotrebljena je smjesa 12 % gela zdvaganje | 4 % gela za
koncentrovanje. Ista smjesa gelova je upotreblig@amiofibrilarne proteine. | sarkoplazmati

i miofibrilarni proteinski uzorci analizirani su S PAGE gel elektroforezom, metodom po
Laemmliju (1970), upotrebom Mighty Small II SE 2&fni vertical Gel Electrophoresis jedinice
(Hoefer USA), napajanje PS 200- HC, 200W izlazregan(Hoefer USA). Na gelove je nanijeto
10 pL uzorka sarkoplazmatih i 10 uL miofibrilarnih proteina. Prvo je puStestruja jaine 36
mA dok su uzoci putovali kroz gel za koncentrovamj&kad su usli u gel za razdvajanjéina
struje je podignuta na 40 mA. Elektroforeza jedi@joko 1 sat. Poslije elektroforeze, gelovi su
bojeni bojom Commasie Brilliant Blue R- 250 (0,25%fiksativu (50% metanol, 7% gée&tna



kislina). Gelovi su obezbojeni koriStenjem rastvosaobezbojavanje- 50% metanol, 7% etina
kiselina.

Odredivanje pH- vrijedosti

pH vrednost sremske kobasice merena je upotreboingbstaklene elektrode pH-metra

(Hanna, HI pH 213 (Hanna Instruments USA)), u sklgdsa standardnom metodom ISO
2917/2004. Kalibracija je vrSena standarnim pufar{ierck) na pH 4,0 i 7,0. Prikazane

vrijednosti predstavljaju srednju vrijednost triargnja.

Statistika obrada podataka

Za odrdivanje kvantitativnog i kvalitativnog sadrzaja pgwta dobijenih SDS - PAGE gel
elektroforezom koriSten je program TotalLab TL 1Z@& izr&unavanje zapremine pojedinih
proteina, koja ujedno predstavlja i relativhu kwmlu proteina takée je koriSten TotalLab TL
120. Na osnovu denzitometrije program je pterao koltinu proteina, a molekulske mase su
odraiene na osnovu bazdarne krive za standard poznati#kaiskih masa. Za ovo odiiganje
koriSten je standard ProteinMolecullarWeight Staddaange 12,4— 450 kDa. Serva. Rezultati
su statistiki obraieni koristé€i program Microsoft Excel 2010. (Microsoft Offic@®20, USA) u
okviru kojeg su réunate razlike izm#u prosj€nih vrijednosti rezultata, za procjenu statieti
zna&ajnosti koristen je T.TEST na nivou gagnosti 5% (p<0,05). Svi rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti tri ponavljanja + standardnsijdeija (S.DEV).

REZULTATI | DISKUSIJA

Dobijene vrijednosti proteina metodom po Lowry-@rkoplazmatini proteini tradicionalna
kobasica: 20,78 mg/gF.W., miofibrilarni proteini, 2% mg/gF.W., sarkoplazmatii proteini
industrijska kobasica: 20, 35 mg/gF.W., miofibnilamproteini 20, 11 mg/F.W. Za potrebe
poreienja urdeni su i uzorci soje i to solubilni i jonski vezasroteini, solubilni 13,22 mg/F.W.,
jonski 11,98 mg/gF.W.

Nakon elektroforetske analize obe varijante kolzasic pokazale raziie proteinske profile u
sarkoplazmatinnim i miofibrilarnim frakcijama tokom zrenja. Pyodana analize dena je
razlika izmetu dvije varijante kobasica u obe proteinske frgkdiako u pogledu molekulskih
masa tako i u pogledu ukupne Kaolie proteina koja se dobila na osnovu denzitoneetrij
proteinskih traka (slika 1). Na gelu dobijenom degedana analize primjena je preraspodijela
molekulskih masa proteina koja je né&to izrazena u sarkoplazmeétioj frakciji industrijske
kobasice. Dvadesetog dana se mozatiugubitak svih proteina \@h molekulskih masa dok se
intenzitet traka pojso kod manjih proteina, natito u zonama izmi#u 40 i 60 kDa.
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Slika 1: Prikaz gelova dobijenih nakon SDS-PAGE elektrefer SA i MA su sarkoplazmam i miofibrilarne
frakcije tradicionalne kobasice, a SB i MB su salkamatine i miofibrilarne frakcije industrijske kobasice.
Promjene su préene nakon prvog, desetog i dvadesetog dana ekspedmLijevo je prikaz molekulskih masa
standarda.

Figure 1: The display of gels obtained after SDS-PAGE adetioresis. SA and MA are sarcoplasmaditd
myofibrillar fractions of traditional sausage, whears SB and MB are sarcoplasmadicd myofibrillar fractions of
industrial sausage. Changes were observed aftefittsie the tenth and the twentieth day of the expent. On the
left, there are molecular masses of standard types.

Tabela 1: Prikaz sadrzaja sarkoplazmatiih proteina tradicionalne kobasice sa molekulskilmsama (MW),
denzitometrijski odréenim udjelima pojedinih proteina u uzorcima (Vopyocentiualnim udjelom svakog proteina
u ukupnoj zapremini. Promjene su geae tokom prvog, desetog i dvadesetog dana.

Table 1: The display of the content of traditional sausaggarcoplasmatic proteins with molecular masses JMW
densitometrically specified proportions of eachtpio in the sample (Vol.), and the percentage stafreach
protein in the total volume. Changes were monitatedng the first, the tenth and the twentieth day.

S.P. tradic. kob. prvi dan S.P. tradic. kob. deseti dan S.P. tradic. kob. dvadeseti dan
S.P. traditional sausage Dayl S.P. traditional sausage Day10 | S.P. traditional sausage Day20
MW Vol+Bckgr % MW Vol+Bckgr % MW Vol+Bckgr % vol.
(kDa) (pix.) vol. (kDa) (pix.) vol. (kDa) (pix.)
77,8 8754 7,54 - - - - - -
63,5 19250 16,57 | 63,5 5002 54 - - -
57,8 11073 9,53 - - - 57,8 59908 19,1

- - - 45,9 9770 10,55 | 45,9 51668 16,48

- - - - - - 40,1 60214 19,2
36,7 9815 8,45 36,7 10180 10,99 - - -

- - 30,1 33577 36,25 | 30,1 32307 10,3
26,8 28124 2421 | 26,8 34098 36,81 | 26,8 67703 21,59
23,5 39139 33,70 - - - 23,5 18809 6

- - - - - - 20,5 22965 7,62

p) - 116155 +3,48 = = 96627 £3,21 = - 313574 £ 2,21 =

Rezultati u tabeli 1 pokazuju da u sarkoplazomaii frakciji tradicionalne kobasice tokom
perioda zrenja od 20 dana dominiraju proteini ntanjiolekulskih masa (oko 50 kDa). Protein
molekulske mase 77,8 kDa potpun@e®ava u prvih deset dana, dok se procenat proteina
molekulske mase 63,5 kDa vidno smanijio u prvih telsma (sa 16,5 na 5%), a nakon toga



potpuno je nestajo. Deseti dan vidljiva je pojavat@na molekulske mase 45,9 kDaji
procenat narednih deset dana raste (sa 10,5 n&), 658 je vjerovatno posljedica razgradnje
proteina véih molekulskih masa. Ukoliko se uporede denzitons&e vrijednosti svih proteina
sarkoplazmatine frakcije prvog i desetog dana ne mozem@d da je dosSlo do statiski
zna&ajne promjene, p>0,05 (tabela 1). Statlgtiznatajne promjene deSavaju se tek nakon
desetog dana (p< 0,05).

Tabela 2: Prikaz sadrzaja sarkoplazmatiih proteina industrijske kobasice sa molekulskilmsama (MW),
denzitometrijski odréenim udjelima pojedinih proteina u uzorcima (Vopyocentiualnim udjelom svakog proteina
u ukupnoj zapremini. Promjene su geae tokom prvog, desetog i dvadesetog dana.

Table 2: The display of the content of industrial sausagelscoplasmatic proteins with molecular masses (MW)
densitometrically specified proportions of eachtpio within the samples (Vol), and the percentdugre of each
protein within the total volume. Changes were nwei during the first, the tenth and the twentig#ly.

S.P. ind.kob. prvi dan S.P. ind.kob. deseti dan S.P. ind.kob. dvadeseti dan

S.P. industrial sausage Dayl S.P. industrial sausage Dayl0 | S.P. industrial sausage Day20
MW Vol+Bckgr % MW Vol+Bekgr | %vol. | mw Vol+Bckgr %

(kDa) (pix.) vol. (kDa) (pix.) (kDa) (pix.) vol.
123 11226 4,44 : - - : - -

) - - 103,3 34081 8,39 ) - -
92,3 15729 6,22 92,3 49565 12,2 : - -

- = s 83,2 69853 17,19 - - -
75,2 24561 9,71 - - . = =
63,5 32893 13,01 | 35 66358 16,33 ; - -

- - - - - - 57,8 119989 24,85

- - - 52.4 32888 8,09 -

- - - - - - 455 97567 20,21

- - - - - - 40,1 97923 20,28
36,6 51559 20,41 - - - - - -
28,7 83525 33,03 | 28,7 49562 12,19 - - -

- 26,5 58038 14,28 - - -
22,2 33305 13,17 | 22,2 46058 11,33 | 22,2 72298 14,97

- - - - - - 20,2 56684 11,74

X - 252838+3,88 - - 406430+5,76 - - 482849+3,22 -

Rezultati u tabeli 2 pokazuju da industrijski pna@dene kobasice u sarkoplazréradj frakciji
imaju vei sadrzaj proteina u odnosu na tradicionalnu (gl Takde, ukupne kotine
proteina maeéusobno se razlikuju (p<0,05). Iz podataka se ddi u prvih deset dana u
industrijskoj kobasici dominiraju proteini && molekulskih masa (123- 75 kDa), Sto nije bio
slucaj kod tradicionalne kobasice. U ovom periodu protenolekulske mase 92,3 se
procentualno pov@o za skoro 100%, Sto je vjerovatno posljedicanahge tezih proteina (123
kDa). Takale protein molekulske mase od 63,5 kDa u prvih déaea procentualno raste (sa 13
na 16%). Vidljivo je da nakon desetog dana u owaf)dsici skoro potpuno d8zavaju proteini
veéih molekulskin masa, samim tim se natyjal i nastaju manji proteini, $to sudiZivkovi ¢ i
saradnici (6) prilikom analize sremske kobasice



Tabela 3: Prikaz sadrzaja miofibrilarnih proteina tradiciona¢ kobasice sa molekulskim masama (MW),
denzitometrijski odréenim udjelima pojedinih proteina u uzorcima (Vopyocentiualnim udjelom svakog proteina
u ukupnoj zapremini. Promjene su peae tokom prvog, desetog i dvadesetog dana.

Table 3: The display of the content of traditional sausageiyofibrillar proteins with molecular masses (MW),
densitometrically specified proportions of eachtpio within the sample (Vol), and the percentagarstof each
protein within the total volume. Changes were nwei during the first, the tenth and the twentig#ly.

M.F. tradic. kob. prvi dan M.F. tradic. kob. deseti dan M.F.tradic. kob.dvadeseti dan
M.F. traditional sausage Day1l M.F. traditional sausage Day10 | M.F. traditional sausage Day20
MW Vol.+Bckgr % MW Vol.+Bckgr % MW Vol.+Bckgr %
(kDa) (pix.) PiXx. (kDa) (pix.) Pix. (kDa) (pix.) pix.
120,1 13557 14,97 - - - - - -
103,6 9544 10,53 - - - - - -
63,5 38786 42,78 | 63,5 51837 57,8 - - -

- - - - - - 57,8 31246 60,76

- - - 32,5 27860 33,5 32,5 10626 20,66
26,5 18110 19,97 | 26,5 20862 20,5 - - -
20,5 10654 11,75 - - = 20,5 9544 18,58

p)) 90671 + 5,22 100559+ 3,95 51423 + 3,02

Rezultati u tabeli 3 pokazuju intenzivnu razgradmiofibrilarnih proteina kod tradicionalne
kobasice sa velikim molekulskim masama (120, 1D3)ktokom prvih deset dana. vidljivo je
takaie da broj miofibrilarnih proteina z&&no opada ( od @etnih 5 do krajnja 3 ) nakon
prvih deset dana i taj trend opadanja se nastaufjakon dvadeset dana. Procenat proteina
molekulske mase od 20,5 kDa je tokom dvadeset dar@ovéao za skoro 100% u odnosu na
pocetnu kolginu.

Tabela 4: Prikaz sadrzaja miofibrilarnin proteina industrijgk kobasice sa molekulskim masama (MW),
denzitometrijski odréenim udjelima pojedinih proteina u uzorcima (Vopyocentiualnim udjelom svakog proteina
u ukupnoj zapremini Promjene su peae tokom prvog, desetog i dvadesetog dana.

Table 4: Myofibrillar protein content of industrial sausagéth molecular masses (MW), densitometrically &jset
proportions of each protein within the sample (Vahd the percentage share of each protein withia total
volume. Changes were monitored during the firg,témth and the twentieth day.

M.F. ind.kob. prvi dan M.F. ind.kob. deseti dan M.F. ind.kob. dvadeseti dan
M.F. industrial sausage Day1 M.F. industrial sausage Day10 M.F. industrial sausage Day20
MW Vol.+Bckgr % MW Vol.+Bckgr % MW Vol.+Bckgr %
(kDa) (pix.) vol. (kDa) (pix.) vol. (kDa) (pix.) vol.

124,3 5002 3,44 - - - - - -
102,5 9770 6,71 - - - - - -
74,4 10180 7,00 - - - - - -
63,5 33577 23,08 | 63,5 48466 23,41 - - -
- - - - - 57,8 25670 11,38
- - - 45,6 16321 7,89 45,6 60859 26,97
- - 40,3 22175 10,71 - - -
35 34098 23,43 - - - 35 42590 18,87
= = - 30,1 50855 24,57 - - -
26,5 23583 16,21 | 26,5 559592 28,79 | 26,5 48807 21,63
- - - - - - 23,5 22086 9,79
20,7 29302 20,14 20,7 9578 4,63 20,7 25637 11,36
z - 145512+ 4,75 - - 206987+ 4,33 - - 225649+ 3,65 -




Iz tabele 4 vidljiva je pow@na relativna kotina miofibrilarnih proteina u industrijski dobijep
kobasici. Kao i u prethodnoj tabeli, i kod ove ksica trend opadanja i razgradnje proteina
velikin molekulskih masa se nastavljac@gavaju proteini molekulskih masa 124, 102, 74 kDa
tokom prvih deset dana zrenja). lako je u ovoj leitiau miofibrilarnoj frakciji vei sadrzaj
razlicitih proteina nego Sto je to slaj kod tradicionalne kobasice, procentualni sads¥akog

od njih nije toliko zn&ajno povéan sa zrenjem kobasice. Naime, neki od proteinajiman
molekulskih masa, npr. 35, 26,5, 20,7 kDa su paNesvoj procentualni sadrzaj u ukupnoj
smjesi, ali ne toliko zn@jno da bi se govorilo o nekom velikom pomaku i taganju.
Primjeteno je da se kod analize miofibrilarnih proteinansske kobasice (6) u periodu zrenja
dolazi do proteolize teSkog miozina i komigracijeugih proizvoda razgradnje. Pri tome se
pojaava intenzitet traka u zonamaaktinina (97 kDa) kao i molekulskih masa oko @aksto

se deSava i u ovim uzorcima.

Ova razlika bi se mozda mogla dovesti u vezu skéen promjenama pH vrijednosti koje su
pratile analizirani period. Zbog toga se mjerio piednosti kobasica u periodu od 20 dana.
(slika 2)
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Slika 2: Promjena pH vrijednosti u uzorcima A i B tokomdzha
Figure2: Changes in pH of samples A and B during 20 days.

Iz slike 2 je vidljivo da je kod donéa kobasice pH vrijednost u prvih 10 dana imetad
opadanja, ( od 5,85 do 5.15 ), dok je nakon togsmidlagi porast i nakon 20 dana dostigao
vrijednost od 5.55. Kod industrijske kobasice &rigromjena pH vrijednosti je imala nesto
ostriji pad u prvih 8 dana (od 5.75 do 5.01). Nakuoge kiselost je opadala i 20-og dana dostigla
je vrijednost od 5.69.

Inicijalni pad pH vrijednosti u kobasicama je praégn i u nekim drugim radovima. Nakon
inicijalnog pada pH vrijednosti dolazi do njegov@gveanja u toku procesa zrenja kao
posljedica proteolitkin promjena, jer se u tom shiu povéava i kolgina amonijaka kao
posljedica dezaminacije aminokiselina. (19, 20, 6).

Tradicionalna kobasica je pokazala peamge ukupne kotine sarkoplazmatnih proteina,
smanjenje miofibrilarnih, kao i ¢&zavanje nekih proteina &b molekulskih masa i pojavu
proteina manjih molekulskih masa. Industrijska lba se razlikovala od dod®a samo po
tome Sto je kod nje doSlo do péemja ukupnih miofibrilarnih proteina. Ovakav interan
proteoliticki proces je u skladu sa promjenom pH vrijednagtom 20 dana zrenja kobasica.



Razlog za nesto brzu promjenu pH bi se mozda mdgaesti u vezu sa sastavom proteina. U
industriji mesnih proizvoda koriste proteini sojeilju poboljSanja proteinskog kvaliteta . Zbog
toga je rdena i SDS elektroforeza uzorka soje pararelnazescima kobasica. Patenjem
proteinskih profila sarkoplazmatiih i miofibrilarnih frakcija obe vrste kobasica saorcima
soje ugava se véa slinost proteina industrijski proizvedene kobasiceonegih kod domée
kobasice (slika 3). Kod dord@ kobasice se samo jedan protein (77,8 kDa) podudar
proteinima soje dok kod industrijske postoji 6 pdduih proteina (123, 92,3, 75,2, 26,5, 23,5,
20,7kDa).

Slika 3: Prikaz gela dobijenog nakon SDS-PAGE elektrofenemteina domée kobasice A i industrijske kobasice
B i soje. SA i MA-sarkoplazmatia i miofibrilarna frakcija domée kobasice; SB i MB- frakcije industrijske
kobasice; S1 i S2 uzorci soje (solubilna i jonsk&dija).

Figure 3: The display of gel obtained after SDS-PAGE elgttonesis of proteins in homemade sausage A and
industrial sausage B and soybeans. SA and MA-s&sotic and myofibrillar fractions of homemade sage;

SB and MB-fractions of industrial sausage, S1 ahd&@nples of soybean (soluble and ion fractions).

S obzirom na to na i brojni drugi faktori &ti na osobine proteina u kobasicama ne mozemo sa
sigurnosu tvrditi da se pH vrijednost mijenja samo u zavsn od sastava proteina. Prema
literaturnim podacima promjene pH vrijednostiazlicitim vrstama kobasica zavise i od drugih
bitnih faktora kao Sto su npr neintenzivna fermeigamlijecne kiseline, inicijalna peetna
vrijednost pH uzorka, produkti razgradnje tokomrestga (22), ili svojstva mikroorganizama
(23). Takate postoje nalazi da pH vijednost zavisi i od orsatkobasice, odnosno da prirodni
omotai u domaim i vjeSta&ki u industrijskim kobasicama ragilio zadrzavaju vlaznost, Sto
utice na aciditet (24) kao i da proces suSenjgeutn proteolitike enzime (25).

ZAKLJU CAK

Nakon urdenih analiza kobasice proizvedenih u industrijskim tradicionalnim uslovima su
pokazale méusobno raziiite proteinske profile i u sarkoplazmatoj i u miofibrilarnoj frakciji.
Tokom vremena zrenja za period od dvadeset danaaalike u kvalitativnom i kvantitativnom
sastavu proteina su postajaleceetako Sto je trend promjene molekulskin masa ipulkg
sadrzaja imao druggi tok u meiusobnom pormdenju varijanti. Kobasice proizvedene u
tradicionalnim uslovima su imale sporiji tok promgepH vrijednosti, nakgto u drugoj polovini
vremena zrenja. Taa minimuma doma& kobasice je bila niza u odnosu na industrijski
proizvedene koje su ujedno imale i brze promjenevpfednosti. Ako pogledamo sveukupne
proteinske promjene u cijelom periodu zrenja ne€ena sa sigurndd odrediti u kojoj varijanti
kobasica je doSlo do ¥l promjena, iako su razlike&gledne.



Odretivanjem nekih drugih parametara kao Sto su didamje vlaznosti, senzorne osobine ili
mikrobioloSka ispitivanja, vjerovatno bi se dobijadna kompleksnija slika promjena i
preciznije definisanje rezultata.
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BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF SARCOPLASMATIC AND
MYOFIBRILLAR PROTEIN PROFILES IN VARIOUS SAUSAGES D URING THE
RIPENING PERIOD

Ivan Samelak, Zoran Kukri?, Snjezana Mandf, Dino Hasanagt', Svetlana Pavi®, Snjezana Maté$
University of Banja Luka, Faculty of Sciences, Bdnjka, RS, B&H
University of Banja Luka, Faculty of technology ngaluka, RS, B&H

The protein profiles of semi-dried sausages, whighne produced under both traditional and
industrial conditions, have been analized by usBigS-PAGE electrophoresis. As the samples
were prepared, the sarcoplasmatic and myofibriffaictions were split. The Total Lab computer
programe performed the densitometric calculatiorthef protein amount within the samples and
the percentage of each individual protein. The makr mass of the proteins was estimated on
the basis of the tonnage curve for the standambaimon molecular masses. The qualitative and
quantitative protein alterations were monitored B 10", and 28" day of the ripening period.
However, the results indicate different values agndime sausage samples, and there were



evident changes during the ripening period withhbiyppes within both fractionghe traditional
sausage in sarcoplasmatic fraction contains praedf medium and small molecule masse37- 20
kDa), thus being less susceptible to the proteamdformation and degradation, whereas the
industrial sausages suffer stronger degradatiorhimithe same ripening period and there is a
larger variety of proteins (123-20 kDa). On thénet hand, the myofibrillar fractions of both
types of sausages displayed similar protein cdnte20-20 kDa) and sustain similar processes
of protein degradation and transformation. As p&lues altered during the experiment, we
analyzed to which extent those alterations affetttedprotein profiles within the ripening phase.
The total intensity of proteolytic processes vanth different sausages though, upor!' 2y,
both types evidently lost proteins of larger molacmass and increased proteins with smaller
masses.

Key words. sausages, sarcoplasmatic proteins, myofibrillaotpms, SDS electrophoresis,
ripening, proteolysis
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