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Namen dela je bil spremljati vpliv zorenja (2, 7, 14 in 28 dni pri temperaturi 1 °C)
na kemijske (vsebnost beljakovin, mascob, vode, pepela, pH-vrednost in vsebnost
prostih aminokislin in peptidov), senzori¢ne (barvo, mehkobo, so¢nost, vonj in
aromo) in instrumentalne (barva in rezna trdnost) parametre. V poskus so bile
24 ur post mortem vkljuCene dolge hrbtne miSice m. longissimus lumborum (LL)
in debela pleceta m. triceps brahii (TB) normalne kakovosti treh telic in treh
bikov lisaste pasme. Nezorena goveja miSica LL v povprecju vsebuje 22,5 g/100g
beljakovin, 2,6 g/100g mascob, 1,2 g/100g pepela in 73,9 g/100g vode. Goveja
miSica TB pa v povprecju vsebuje 22,1 g/100g beljakovin, 2,9 g/100g mascob,
1,3 g/100g pepela in 73,3 g/100g vode. Uporabljena HPLC metoda za dolocanje
vsebnosti prostih aminokislin in peptidov je dala zadovoljive rezultate (KV od 0,5
% do 31,7 %). Z zorenjem v presnem govejem mesu naraséa vsebnost vseh
prostih aminokislin (izjema so asparagin pri LL ter glutamin in glicin pri TB) in
peptidov. V goveji misici LL 2 dni post mortem je bila koncentracija prostih
aminokislin 40,5 umol/g, po 28-ih dneh 86,5 umol/g, v miSici TB 2 dni post
mortem 39,5 pmol/g, po 14-ih dneh pa 63,8 pmol/g; po 14-em dnevu
koncentracija v obeh miSicah ostane nespremenjena. Vsebnost nekaterih
dipeptidov se je med 28-dnevnim zorenjem v obeh miSicah znacilno povecala.
Rezna trdnost toplotno obdelanih vzorcev se je med zorenjem zmanjSevala: v
misici LL se je v 14 dneh zorenja zmanj$ala za 40 %, v miSici TB pa v 28 dneh za
33 %. Barva, mehkoba, vonj in aroma se med 28-dnevnim zorenjem znacilno
izboljSajo, sofnost ostane nespremenjena. Za zagotovitev celotne senzorine
kakovosti miSice LL zadostuje dva tedna zorenja, medtem, ko je potrebno misico
TB zoriti dlje (4 tedne).
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AB The influence of post mortem ageing on chemical (protein content, fat, water, ash,

pH value, content of free amino acids and peptides), sensory (colour of raw muscles,
tenderness, juiciness, smell and flavour intensity) and instrumental (colour and cutting
value) parameters of beef muscles longissimus lumborum (LL) and triceps brahii (TB)
(24 h post mortem, normal meat quality) was investigated over a 28 days ageing period.
Beef muscles originated from 6 commercially slaughtered animals, 3 bulls and 3 heifers of
Simmental breed. The nonaged LL beef muscle on average contained 22.5 g/100g proteins,
2.6 g/100g fat, 1.2 g/100g ash and 73.9 g/100g water. Whereas the TB beef muscle on
average contained 22.1 g/100g proteins, 2.9 g/100g fat, 1.3 g/100g ash and 73.3 g/100g
water. The HPLC method used for determining the content of free amino acids and
peptides gave satisfactory results (KV from 0.5 % to 31.7 %). Content of free amino acids
(the exceptions was asparagine in LL and glutamine and glycine in TB) and peptides in
raw beef meat during ageing was increased. Content of main free amino acids in LL beef
muscle two days post mortem was 40.5 pmol/g, after 28 days of ageing 86.5 umol/g, in the
TB muscle 2 days post mortem 39.5 pmol/g and after 14 days 63.8 umol/g; after that
content in both muscles remained unchanged. Content of dipeptides in both muscles
increased with ageing. The cutting value of roasted samples decreased during the ageing:
in LL muscles in a 14-day period of ageing decreased up to 40 %, in TB muscles in 28
days decreased up to 33 %. The colour, tenderness, smell and aroma were during 28-day of
ageing improved, whereas the juiciness remained the same. In order to ensure the whole
sensory quality of the muscle two weeks of ageing were sufficient whereas the TB muscle
had to be aged over a longer period of time (4 weeks).
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ornitin

kreatin fosfat

fenilalanin
prolin-hidroksiprolin

prolin
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raztopina za izpiranje

medij |

medij II

organska raztopina I
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serin
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SD 1 standardna raztopina aminokislin 1

SD 2 standardna raztopina aminokislin 2

SD 3 standardna raztopina aminokislin 3

TB triceps brahii

Thr treonin

TMM tezki meromiozin

TPR tiaprolin

Trp triptofan

Tyr tirozin

Val valin
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1 UVOD

Meso predstavlja pomemben sestavni del vsakdanje prehrane. Ocene porabe mesa v
Evropski zvezi kazejo, da je letna poraba mesa 84,3 kg na prebivalca, od tega 18,6 kg
govejega mesa. Ocenjujejo, da v Sloveniji zauzijemo letno 66,6 kg mesa na prebivalca, od
tega 20 kg govejega mesa (Cepin in sod., 1997).

Zorenje je kompleksen biokemijski proces na miSi¢nini in mastnini, ki ga usmerjajo
naravno prisotni encimi mesa. Posledica proteolize (razgradnje beljakovin) je
poskodovanje strukturnih beljakovin. Znano je, da se pri tem povecuje koncentracija vseh
posameznih prostih aminokislin razen glutamina, alanina, ornitina in dipeptida karnozina
ter anserina. Meso postaja tudi bolj mehko, topno in zvecljivo. Z zorenjem meso pridobi
posebej cenjene jedilne lastnosti, mehkobo in aromo. Hkrati so produkti razkroja
beljakovin in mascob nosilci znacilnega vonja in okusa. Z zorenjem meso pridobi posebe;j
cenjene jedilne lastnosti, mehkobo in aromo, kar je Se posebej poudarjeno pri govejem
mesu. Zato je zorenje zelo priporocljivo za meso, ki ga namenjamo za suhe postopke
toplotne priprave (pecenje, pecenje na zaru,...).

Obicajno zorimo mlado govedino in teletino, v manjsi meri tudi meso divjadi, drobnice in
kuncev. Pis¢ancjega in prasSi¢jega mesa namensko ne zorimo saj je meso mehko ze 48 ur
po zakolu. Meso mladih zivali je mehkejSe in zato bolj primerno za suhe postopke toplotne
obdelave, saj se mlado vezivo hitreje zmeh¢a. Za meso starejsih zivali, ki je namenjeno
tem postopkom kulinari¢ne priprave, pa je zorenje Se bolj potrebno.

Za zorenje pa vse miSice niso enako primerne. Naceloma lahko zorimo vse kose mesa,
vendar se za suhe toplotne postopke in zato za zorenje uporabljajo predvsem mehki kosi,
kot so file (plju¢na pecenka), ledja (Simbas), brzola (hrbet), kriz (ramstek) in notranje
stegno. Manj pogosto pa je zorenje zunanjega stegna (Crni krajec, beli krajec) ter tankega
in debelega pleceta (odstranjene vecje strukture veziva).

1.1  NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen naloge je bil spremljati parametre kakovosti in vsebnost posameznih prostih
aminokislin ter peptidov dveh govejih miSic (m. longissimus lumborum — LL in m. triceps
brahii — TB) Sestih zivali (trije biki in tri telice) v razli¢nih stopnjah zrelosti (po zakolu in
v treh razli¢nih intervalih zorenja) ter na njihovi podlagi ugotoviti optimalen Cas zorenja in
primernost obeh misic za zorenje. Zeleli smo tudi ugotoviti, ali je postopek priprave
vzorcev (EZ: faast podjetja Phenomenex ZDA) primeren za dolocanje prostih aminokislin,
ter uvesti in preveriti visokolo€ljivostno tekoc¢insko kromatografijo (HPLC) v kombinaciji
z masnim detektorjem.

Nase hipoteze so bile:
- da se bo koncentracija vseh posameznih prostih aminokislin razen glutamina
povecevala;
- da se bodo zaradi proteolize izboljSale senzori¢ne lastnosti, kot so mehkoba mesa,
socnost in aroma;
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- dabo miSica LL primernejSa za zorenje kot miSica TB ter
- da bo optimalni ¢as zorenja miSic LL in TB razlicen.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 LISASTA PASMA GOVEDI

Prvotna domovina lisaste pasme je podroéje reke Simme v Svici, zato je ta pasma po svetu
znana kot simentalka. Od tam se je pasma razsirila v nemske in avstrijske dezele ter naprej
v Podonavje in na Balkan. Poglavitne rejske deZele lisaste pasme so Svica, Nemdéija in
Avstrija. V Sloveniji je to najbolj zastopana pasma in njen delez se giblje okoli 60 %
(Fercej in sod., 1989).

Barva zivali se spreminja od rumenkaste preko rjave do rdeckaste, z vecjimi ali manjSimi
belimi lisami. Glava, noge in rep so beli z redkimi lisami rjavega odtenka (Caput, 1996).

ste pSme (Pogacar in sod., 1998)

Slika 1:

2.2 MIKROSTRUKTURA MISICNEGA VLAKNA

Osnovna enota skeletnih miSic je dolga cilindri¢éna, mnogojedrna celica, ki jo imenujemo
misicno vlakno.

Misi¢no vlakno je sestavljeno iz (Valin in Ouali, 1992):

— sarkoleme — neZne ovojnice, ki ovija misicno vlakno po celi dolzini;

— sarkoplazme — homogene, razmeroma viskozne tekocCine, v kateri se nahajajo
miofilamenti, jedra in drugi celi¢ni organeli;

— miofibril — kratkih kontraktilnih niti;

— jedra —nosilca dednega materiala;

— celi¢nih organelov — mitohondrijev, endoplazemskega retikuluma, lizosomov itd..
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Slika 2: Struktura miSi¢nega vlakna (Saladin, 2002)

2.2.1 Miofibrile

Miofibrile so tanke niti, premera 1-2 um, ki so v miSi¢nem vlaknu in lezijo tesno druga ob
drugi. Miofibrile so osnovna enota misi¢nega vlakna, v katerih se nahajajo Se miofilamenti,
debeli, imenovani miozin, in tanki, imenovani aktin.

Vsaka miofibrila je razdeljena na pre¢ne odsecke, ki razli¢no lomijo polarizirano svetlobo.
Sirdi in temnejsi je pas A, oZji in svetlejsi pa je pas I. Sredi pasu I teée &rta Z, polje med
dvema c¢rtama Z je strukturna in funkcionalna enota miofibrile, imenovana sarkomera
(1,5-4,0 um) (slika 3). Pasovi A in I lezijo drug poleg drugega in dajejo miSi¢nemu vlaknu
precno progasti videz. Od €rte Z na vsaki strani se proti sredini proZijo svetle nitke — tanki
filamenti, ki so sestavljeni iz prevladujoce beljakovine aktin, in jih zato imenujemo
aktinski filamenti. V sredini sarkomere se nahajajo za svetlobo manj prepustne nitke ali
filamenti, ki so debelejsi, sestavljeni iz proteina miozina, in jih zato imenujemo miozinski
filamenti (Bucar in sod., 1989).

Debelejsi filamenti, ki tvorijo pas A, so iz miozinskih beljakovin. Filament ima rep, v
katerem je pretezno lahki meromiozin, tezki meromiozin pa sestavlja glavo. Glave kazejo
ATP-azno aktivnost in aktivnost povezovanja z aktinom. Glava miozina med kréenjem in
rigor mortisom tvori precne vezi z aktinom, imenovane mosticki (Bucar in sod., 1989).

Pri mirovanju miSice, se tanki in debeli filamenti v sarkomeri med sabo nekoliko
prekrivajo. Podrocje, kjer so samo debeli filamenti, se imenuje H podro¢je. Znotraj
podro¢ja H, pa se nahaja pas M, ki sluzi za ohranjanje tridimenzionalne orientacije debelih
miofilamentov (Calkins in Killinger, 2003). Crta Z je sestavljena iz beljakovin
tropomiozina in a-aktina, tanki filamenti pasu I pa so sestavljeni iz F-aktina, G-aktina in
tropomiozina (Bucar in sod., 1989).
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A —longitudinalni filamenti: titin ali konektin

B — precni filamenti: dezmin

C — tanki filamenti: aktin, tropomiozin, troponin in aktinin

D — debeli filamenti: miozin, C-protein, H-protein, X-protein

E — ¢rta N2: aktinin, filamin, dezmin, vinculin, talin, zevgmatin, Z-protein
F — M-protein, miomiozin, kreatin-kinaza in skelemin

Slika 3: Struktura sarkomere (Valin in Ouali, 1992)

2.3 KEMIJSKA SESTAVA MESA

Meso opredeljujemo predvsem kot beljakovinsko zivilo, ¢eprav je po svoji sestavi tudi
pomemben vir drugih hranilnih sestavin, predvsem mascob, ter nehranilnih, toda biolosko
visokovrednih sestavin, kot so minerali in vitamini (Zlender, 1997).

v w

vsebuje okrog 75 % vode, 18-22 % beljakovin, 1-5 % mascob, 1 % mineralnih snovi in
do 1% ogljikovih hidratov. Ta razmerja sestavin se nekoliko spremenijo pri bolj
zamascenem mesu, predvsem na racun zmanjsanja deleza vode, medtem ko se delez ostalih
sestavin malo spreminja. Sestava miSi¢nine se precej spremeni tudi med toplotno obdelavo
zaradi izgube mase, tako da se voda zmanjsa na 58 do 64 %, beljakovine se povecajo na
24-31 % in prav tako maScobe na 2-10 %, druge sestavine, z izjemo vitaminov, pa se
ohranijo na priblizno isti ravni (Bucar in sod., 1989).
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Preglednica 1: Kemijska sestava mesa lisaste pasme goveda slovenskega porekla (Marin,

2000)
parameter (g/100 g)
voda 75,16
beljakovine 21,19
mascobe 4,00
pepel 1,15
holesterol 70,61

2.3.1 Voda

Voda je po koli¢ini prevladujoca inter- in intracelularna sestavina mesa, v kateri so
raztopljene, s prehranskega in fizioloskega vidika, mnoge pomembne sestavine
(sarkoplazemske beljakovine, proste aminokisline, mle¢na kislina, razne anorganske snovi,
vitamini idr.). Sama nima nobene hranilne vrednosti, pomembno pa vpliva na senzori¢no
in tehnolosko kakovost mesa (Bucar, 1997).

2.3.2 Mascobe

Mascobe v mesu so kot podkozne, medmiSi¢ne in miSi¢ne. So najbolj variabilna sestavina
mesa, na katero vplivajo Stevilni dejavniki: vrsta zivali in pasma, vrsta kosa ali anatomska
lokacija, spol, starost, nacin vzreje in stopnja prehranjenosti ter nacin obdelave in
predelave mesa.

Nasicenost maScob oziroma mascobnokislinska sestava je zelo znacilna za posamezne
zivalske vrste. Prehrambeniki Zivalske maScobe, Se posebej v rde¢em mesu, oznacujejo kot
nasicene masc¢obe (NMK), za katere menijo, da so rizi¢ni dejavnik za nastanek bolezni srca
in ozilja ter doloCenih oblik raka. Delez nasi¢enih mascobnih kislin je v Zivalskih
mascobah, predvsem v rdeCem mesu, vecji kot v rastlinskih oljih. Najbolj nasicene
(40-50 %) so mascobe mesa klavne Zivine (govedina, ovcetina, svinjina), nekoliko manj
perutnine in konjetine (30-36 %) in najmanj rib (20-30 %). Delez enkratnenasic¢enih
mascobnih kislin (ENMK) je podoben (okrog 40 %) v razli¢nih vrstah mesa in perutnine,
v ribah je Ze precej variabilen, medtem ko so najvecje razlike v delezu veckratnenasicenih
mascobnih kislin (VNMK; Salobir, 1997).

2.3.3 Ogljikovi hidrati

V presnem in pripravljenem mesu so tudi ogljikovi hidrati, vendar je delez tako majhen, da
jih v prehrani ne upoStevamo. V Zivi miSici je sicer okrog 1 % glikogena ali Zivalskega
Skroba, ki pa se v procesu posmrtnih biokemijskih sprememb miSice v meso skoraj ves
porabi in pretvori v mlecno kislino, ki meso rahlo zakisa na pH = 5,4-5,8. Glikogena je v
mesu obi¢ajno pod 0,5 % (Zlender, 1997).
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2.3.4 Minerali

V mesu klavnih Zivali je mineralnih snovi (rudnin) okrog 1 %. V primerjavi z drugimi
zivili meso vsebuje malo natrija, klora in joda. Meso je pomemben vir Zeleza in cinka
(Zlender, 1997).

2.3.5 Vitamini

Meso je najpomembnejsi vir nekaterih v vodi topnih vitaminov: tiamina — B, riboflavina —
B», niacina, folne kisline, piridoksina — Bg, vitamina Bj,. Tako je meso dvojno bogat vir
niacina, ker vsebuje tako niacin in njegov prekurzor triptofan. Vitamin Be je potreben za
transfer amino skupin v beljakovinah. Meso je izvrsten vir tako beljakovin, kot tudi
vitamina Be. Vitamin B, potrebuje organizem za sintezo DNA v vsakem trenutku delitve
celic. Fetus potrebuje za rast zlasti veliko vitamina B, ki je dosegljiv samo iz animalnih
zivil, kot so meso, mleko in jajca (Lupton in Cross, 1994).

2.3.6 Beljakovine

vt w

otroke. Med beljakovinami miSi¢nega in veznega tkiva so precejsne razlike. Vezno tkivo je
mnogo siromasneje z esencialnimi aminokislinami, tako da imajo koza, kite in kosi mesa z
veliko vrhnjega in notranjega veziva nizjo biolosko vrednost (Zlender, 1997).

Beljakovine so najpomembnejSa sestavina mesa in so v notranjosti celic nosilci celicne
strukture in s tem vseh lastnosti, ki so odvisne od te strukture. Lawrie (1979) je beljakovine
mesa razdelil na tri vecje skupine:

— miofibrilarne,

— sarkoplazemske in

— Dbeljakovine vezivnega tkiva in celi¢nih organelov.

2.3.6.1 Miofibrilarne beljakovine

Miofibrilarne beljakovine so topne v 0,6 M raztopini elektrolitov, ne pa v vodi. So v

miofibrilah, ki so sestavni del miSi¢nega vlakna. Med miofibrilarne beljakovine pristevamo

(Valin in Ouali, 1992):

— glavna kontraktilna proteina: miozin in aktin;

— regulacijske proteine: tropomiozin, C-troponin, I-troponin, T-troponin, a-aktinin,
[-aktinin, y-aktinin, Eu-aktinin;

— citoskeletne proteine: titin (konektin), nebulin (beljakovina linije N2), C-protein,
M-protein, dezmin (selektin), filamin, viementin, sinemin, X-protein, I[-protein,
F-protein, kreatin-kinazo.

a) miozin

Od celotne koli¢ine miofibrilarnih beljakovin v skeletni miSici zivali odpade 45 % na
beljakovino miozin. Molekulska masa miozina je okoli 520 kDa (Honikel, 2004).
Molekula miozina je sestavljena iz Sestih razlicnih polipeptidov: en par sestavlja dolgo
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tezko verigo in dva para lahko verigo. Prva komponenta se imenuje lahki meromiozin
(LMM), druga pa tezki meromiozin (TMM) (Raheli¢, 1978, Murphy 1998).

LMM je sestavljen iz dveh identi¢nih polipeptidnih verig, ki tvorita a-vijacnico. Glede na
aminokislinsko sestavo ima ta del miozinske glave veliko kislih in bazi¢nih aminokislin,
tako da ima navzven veliko pozitivnih in negativnih nabojev. Zaradi tega ima rep molekule
veliko sposobnost vezave vode (Raheli¢, 1978).

TMM ima v delu vratu manj vijacne strukture, v predelu glave sta polipeptidni verigi zelo
malo ali sploh nista zaviti. Ta predel vsebuje veliko prolina, ki zaradi imino skupine
onemogoca nastanek zavoja vijaCnice. Zaradi take zgradbe se glava miozinske molekule
povezuje z aktinom (Raheli¢, 1978).

b) aktin

Aktin (molekulska masa 42 kDa) je globularni protein, ki se tvori v ve¢ fazah. V prvi fazi
se polipeptidne verige, ki nastanejo na ribosomih, povezejo v globularni aktin (G-aktin).
G-aktin je skoraj okrogle oblike. Sferi¢na oblika G-aktina je mozna, ker aktin vsebuje
prolin, tako da ima ta beljakovina malo nabojev na stranskih ostankih aminokislin (s tem je
prepreCen nastanek o-vijacnice). Nepolarne skupine beljakovin se obrnejo proti sredini
globula, polarne proti povrsini (Raheli¢, 1978).

2.3.6.2 Beljakovine vezivnega tkiva in organelov

Beljakovine vezivnega tkiva se nahajajo v vezivnem oziroma podpornem tkivu. Niso topne
v vodi.

Vezivno tkivo vsebuje veliko neesencialnih aminokislin, kot so glicin, prolin, 4-hidroksi
prolin, 5-hidroksilizin (Plestenjak, 1995). NajpomembnejSa je visoka vrednost glicina in
prolina, ki skupaj prispevata priblizno polovico vseh aminokislin. Hidroksilizin je
pomemben za oblikovanje precnih vezi v kolagenu.

Vezivno tkivo v miSicevju (endomizij, perimizij, epimiij) je sestavljeno iz goste mreze
razli¢nih vlaken, ki lezZijo v substanci. Sestavljajo jo glikoproteini, oglikovi hidrati, lipidi in
voda.

Vezivno tkivo ima celine in necelicne komponente. Fibroblasti, mastne celice in
makrofagi so najpomembjejSe tipi celic. ObkroZa jih homogen matriks iz amorfnih
mukopolisaharidov, hondroitinskih sulfatov in hialuronske kisline. Vse skupaj pa je
prepleteno z mreZo kolagenskih in elastinskih vlaken.

Poznamo tri vrste vlaken:

— kolagenska vlakna,

— elastinska vlakna,

— retikulinska vlakna (Bucar in sod., 1989).
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2.3.6.2.1 Kolagenska viakna

Kolagenska vlakna so brezbarvne, podolzne progaste niti, debele od 1 do 12 pm.
Kolagensko vlakno je sestavljeno iz kolagenskih fibril, debeline od 0,3 do 0,5 um, ki se
zdruzujejo v filamente. Osnovna enota fibril je molekula tropokolagena, ki je iz treh
polipeptidnih verig, dve sta indenti¢ni (o), tretja pa malo drugacna (o). Te tri verige se z
intramolekularnimi vezmi povezujejo med seboj v kompaktno trojno vijacnico (Bucar in
sod., 1989; Davies, 2004).

Koli¢ina kolagenskih vlaken je ve¢ja v miSicah, ki opravljajo ve¢ dela. Kolagenska vlakna
so raztegljiva za okoli 40 % njihove dolZine. Povrnejo se v prvotno dolzino brez trajnih
deformacij (Davies, 2004).

Struktura endomizija je zelo stabilna pri zorenju, saj se med zorenjem ni¢ ne spremeni in
tudi vlazna toplotna obdelava ne vpliva nanj. Struktura perimizija se spremeni med drugim
in tretjim tednom zorenja. Opaziti je tudi biokemicne spremembe na kolagenu in sicer
kolagen razpada na manjse dele (Taylor, 2004).

2.3.6.2.2 Elastinska viakna

Elastinska vlakna so rumene barve. Zgrajena so podobno kot kolagenska vlakna, le da so
vezi med polipeptidnimi verigami v molekuli tropoelastina termostabilne (Raheli¢, 1978).
Polipeptidne verige so nakljuéno razporejene. Elastinska vlakna so raztegljiva do 250 %
njihove velikosti brez trajnih deformacij (Davies, 2004).

2.3.6.2.3 Mitohondrijske beljakovine

V to skupino beljakovin spadajo encimi, ki so v mitohondrijih in sodelujejo v dihalni
verigi. Mitohondrije imajo vse celice aerobov. MiSi¢ne celice, Zivéne celice in Zlezne
celice ter embrionalne celice imajo veliko miotohondrijev. Osnovna funkcija
mitohondrijev je celi¢no dihanje in tvorba energetsko bogatih snovi (ATP).

V notranji mitohondrijski membrani so citokromi, ki so katalizatorji celi¢nega dihanja oz.
zadnji prenasalci elektronov v dihalni verigi (funkcija: sprememba oksidacijskega Stevila).
Po svoji strukturi so hemoproteini, imajo prosteticno skupino, ki je podobna
hemoglobinovi. Razlikujemo tri skupine, ki jih zaznamujemo z a, b in c. Znotraj skupine
oznacujemo posameznike z indeksi.

2.3.6.3 Beljakovine sarkoplazme

Nahajajo se v sarkoplazmi, to je celi¢ni plazmi miSi¢nega vlakna. Topne so v vodi in solni
kislini. Poglavitne beljakovine sarkoplazme so mioglobin, hemoglobin in miogen.

2.3.6.3.1 Mioglobin

Mioglobin, ki se nahaja v sarkoplazmi miSi¢nih vlaken, je glavni nosilec barve mesa. V
zivi celici sluzi kot prinaSalec in zaloga kisika (Faustman in sod., 1990). K barvi mesa
nekaj malega prispeva Se hemoglobin, ki izvira iz nepopolne izkrvavitve. Barva mesa je
okvirno doloc¢ena s 95 % mioglobina in 5 % hemoglobina (Potthast, 1987).
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Mioglobin in hemoglobin se po kemijski zgradbi uvrS¢ata med hemoproteine.
Beljakovinska komponenta je globin, hem pa prosteticna skupina. Globin predstavlja 96 %
molekule in hem 4 % (Hamm, 1975).

Hem je sestavljen iz porfirinskega obroda in atoma Zeleza. Zelezov atom je v
oksidacijskem stanju +2 in ima koordinacijsko §tevilo 6. Stiri vezi tvori s porfirinskim
obroCem, eno z globinom, medtem, ko je Sesta vez prosta za reverzibilne in ireverzibilne
reakcije (slika 4).
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Slika 4: Struktura hema (Potthast, 1987)

Barva mesa je odvisna od koncentracije pigmenta, kemijskega stanja pigmenta in fizikalnih
lastnosti mesa (razprSitve in absorbcije svetlobe). Na koncentracijo mioglobina v mesu
vplivajo naslednji dejavniki (Hamm, 1975; Livingston in sod., 1981; Pothast, 1987; Bucar,
1989): vrsta in pasma zivali, starost Zivali in nacin reje, prehrana zivali (zelezo v prehrani),
vrsta miSice (tip presnove) in njena aktivnost.

Barva mesa je dolocena z dvema oksidacijskima stanjema centralnega Fe atoma v hemu.
Dezoksimioglobin, pogosto poimenovan tudi mioglobin (Mb) ali reducirani mioglobin,
vsebuje Zelezo v fero obliki (Fe'), ne vsebuje pa ligandov na $estem koordinativnem mestu.
Skrlatno rdeda (ali zamolklo rde¢a, Zametasto rde¢a) barva te oblike je vidna v globini
miSice. Ko molekula kisika zasede Sesto vez Zzelezovega iona v hemu, nastane
oksimioglobin (MbO,), ki je odgovoren za pojav svetlo rdece barve svezega mesa. Ti dve
reducirani obliki mioglobina se lahko oksidirata v nezazelen sivorjav metmioglobin
(MetMb), v katerem se Zelezo v hemu pretvori v feri obliko in voda zasede Sesto
koordinacijsko mesto (slika 5). Barva mesa je torej dolo¢ena z razmerjem med
posameznimi stanji mioglobina: reducirano, oksigenirano in oksidirano obliko (Gasperlin,
1998).



Sadar J. Spremljanje parametrov kakovosti v govejih misicah longissimus lumborum in triceps brachii med zorenjem.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006 11

@ GL

| |

| — | |
— N N-— \F —— — N - N-——

e+t
FE_'_/_'_/ . IT__,..-""" ‘..\“ ijc.ﬁ.Lh
~ _—
— r|q \N | T T Sy
| | 0- 0- ‘ H,0
MIOGLOBIN OKSIMIOGLOBIN METMIOGLORBIN
Fe®' Fe*' Fe'
skrlatno rdeca svetlordeca sivorjava
Slika 5: Shema treh najpomembnejSih oblik mioglobina (N, N pomenijo Stiri

duSikove atome Stirih pirolnih obrocev porfirinskega prstana, GL je globin,
puscice predstavljajo koordinatne vezi, ostale interatomske linije oznacujejo
kovalentne ali ionske vezi) (Hamm, 1975)

2.3.6.3.2 Hemoglobin
Hemoglobin je po zgradbi zelo podoben mioglobinu razlikuje pa se po funkciji. Je v krvi in
sluzi prenosu kisika po telesu (Nelson in Cox, 2000).

2.3.6.3.3 Miogen

Miogen predstavlja v vodi topno frakcijo sarkoplazme in obsega razlicne encime kot so:
lipoliti¢ni,

— proteoliti¢ni,

glikoliti¢ni,

fosforilaze itd..

Vsi encimi so za kakovost mesa zelo pomembni. Sodelujejo pri zorenju mesa in posmrtni
glikolizi (Nelson in Cox, 2000).

2.4 ZORENIJE MESA

Lehman (1907, cit. po Takahashi, 1996) je prvi povezal teksturo in mehkobo mesa.
Precejs$nje izboljSanje mehkobe mesa je opazil v osmih dneh post mortem Penny (1980).
Razlago je ponudil Hoagland (1917, cit. po Takahashi, 1996), ki je trdil, da je proteoliza
tisti proces, ki pripomore k meh¢anju mesa.
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Zorenje mesa poteka odvisno od vrste in zvrsti mesa. To je voden proces za meso goved
(praviloma za mehke kose, za pripravo mesa s suhimi, hitrimi postopki) in divjacino.
Zorenje ni potrebno niti priporocljivo za tiste kose goved, ki jih nameravamo kuhati v vodi,
v pari ali duSiti. Zafetno zorenje poteka obicajno v mesni industriji med hlajenjem
pridobljenega mesa in nanj uporabnik ne more vplivati. Zoreno meso se pripravlja v
gastronomiji za najbolj cenjene in izbrane mesne jedi (Bucar, 1997). Zorenje povzrocajo
Stevilni zapleteni biokemicni procesi, s pomembnimi posledicami za mikrostrukturo in
funkcionalne lastnosti mesa ter s pomembnimi implikacijami za mehkobo mesa. Primarni
mehanizem zorenja mesa, torej mehcanje mesa post mortem, pripisujejo proteolizi klju¢nih
miofibrilarnih in citoskeletnih beljakovin (Ouali, 1990, Valin in Ouali, Koohmaraie, 1996).

Razlikujemo tri osnovne postopke zorenja od zakola do toplotne obdelave. Obicajno
zorenje poteka od 10 do 14 dni pri temperaturah od 0 do 4 °C in daje zadovoljive jedilne
lastnosti. PospeSeno zorenje traja do 8 dni pri temperaturi 4 °C. Dolgotrajno zorenje poteka
do 8 tednov pri temperaturi -1 do 0°C, a zahteva obvezno vakuumsko pakiranje
(Gasperlin, 2000).

Ko je dosezeno stanje polnega rigorja, je zakljucena glikoliticna faza biokemijskih
sprememb v misici post mortem. Meso je na dotik trdo in suho. Cez nekaj dni zaéne trdota
miSic popuscati zaradi proteolize. Poveca se koli¢ina prostih aminokislin in duSika ter
izboljSa tekstura mesa. Mehc¢anje mesa je posledica razgradnje pasu M in ¢rte Z. Raheli¢
(1987) ugotavlja, da so spremembe v Crti Z izrazitejSe v miSicah prasSic¢ev kot pa v miSicah
goveda. Ouali (1990) pa pripisuje klju¢no vlogo v procesu zorenja izgubi miofibrilarne
povezave v obmocju linij N2 (sestavlja jih citoskeletni nebulin), ki so mesto intracelularne
akumulacije kalcija.

Ceprav je proteoliza med zorenjem mesa omejena, so nekatere $tudije pokazale, da so ji
podvrZeni tako kontraktilni kot citoskeletni proteini. Penny in Dransfield (1979, cit. po
Valin in Ouali, 1992) sta ugotovila, da obstaja povezava med izginjanjem troponina T in
stopnjo meh¢anja mesa, vendar so kasnejSe raziskave ovrgle to povezavo. Poleg
troponina T pride Se do razgradnje troponina I in tezke miozinske verige. Od citoskeletnih
beljakovin sta med zorenjem mesa samo nebulin in dezmin podvrzena razgradnim
procesom. Ugotovili so, da med zorenjem, koncentracija beljakovin z molsko maso od 28
do 34 kDa izredno poveca.

Mozni mehanizmi zorenja, ki so opisani v literaturi, so lahko encimske ali neencimske
narave.

2.4.1 Encimski mehanizem mehéanja mesa

Izmed mnozice proteoliticnih encimskih sistemov v miSici, sta pomembna samo dva
(Ouali, 1990). To sta skupina kislih, lizosomskih encimov, katepsinov D, B, H in L, ki
delujejo v kislem obmocju pH ter skupina kalcij odvisnih nevtralnih proteinaz, kalpainov
tudi imenovanih kalpain I, uM kalpain, in kalpain II, mM kalpain, ki imajo optimum
delovanja v nevtralnem pH. Ouali (1990) spremembe med zorenjem razlaga s
sinergisticnim delovanjem katepsinov in kalpainov in visoko ionsko moc¢jo v miSici post
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mortem. Nasprotno pa Koohmaraie (1996) poudarja, da so kalpaini, predvsem kalpain I,
verjetno edine proteinaze, ki so direktno vkljucene v procese mehc¢anja.

2.4.1.1 p-kalpainska teorija

Po p-kalpainski hipotezi ima glavno vlogo pri meh€anju in zorenju mesa p-kalpain, ta
postane aktiven, ko se v miSicah post mortem iz sarkoplazemskega retikuluma sprostijo
vedje koli¢ine Ca*" ionov. Aktivni kalpaini so nestabilni in njihova aktivnost pada s ¢asom
zorenja mesa. Aktivnost kalpainov omejujejo dejavniki, kot so kalpastatini, inhibitorji
prisotni v miSicah, vrednost pH in temperatura miSice po zakolu. Po mnenju Dransfielda
(1999) s to teorijo lahko razlozimo procese, ki potekajo v miSicnini po zakolu.

Kalpaini cepijo peptide na mestu, kjer je na P1 tirozin (Tyr) ali metionin (Met) ali arginin
(Arg) in na P2 levcin (Leu) ali valin (Val) (Sasaki in sod., 1984). Kalpaini so intracelularne
nevtralne proteinaze odvisne od kalcija in jih uvrs¢amo v skupino cisteinskih endopeptidaz
(EC 3.422). V to skupino spadajo tudi katepsini B, L, H, papain in bromelin. Kalpaini se
nahajajo v citosolu in imajo pH optimum med 7,2 in 8,2. Goveje skeletne miSice vsebujejo
25 pg p-kalpaina/g miSi¢nine. MiSice vsebujejo tudi kalpastatine, ki inhibirajo kalpaine
(Murachi, 1989) s tem, da se veZejo na mesto vezave Ca’’ in/ali na aktivno mesto
kalpainov. 1 molekula kalpastatina inhibira 4 molekule kalpainov. Vendar pa v miSicah ni
dovolj kalpastatinov, da bi zavrli delovanje vseh kalpainov.

Kalpaini so heterodimeri, sestavljeni iz dveh podenot: vec¢je 80 kDa in manjse 28 kDa. Pri
aktivaciji kalpainov se Ca’" veZe na obe podenoti, kar privede do avtolize podenot in
njihove aktivacije (80 kDa — 76 kDa in 28 kDa — 18 kDa). Nadaljnja avtoliza povzroc¢i
inaktivacijo kalpainov. Kalpaine lahko popolnoma inaktiviramo z dodatkom EDTA
(Dransfield, 1998).

Kalpainska hipoteza zorenja mesa temelji na proteolitski razgradnji beljakovin predvsem z
p-kalpainom. Razlike v trdosti mesa pa lahko nastanejo zaradi razlicne aktivnosti
p-kalpainov.

Proces proteolize v mi¢i¢nini post mortem zajema:
. . .. . 2+
— povecanje koncentracije prostih Ca™",
. .. . +
— aktivacijo kalpainov s Ca®",

vt w

— proteolizo miSi¢nih struktur s kalpaini.

2.4.1.2 Razpolozljiv prost kalcij

Skupna koli¢ina Ca>" v mii¢nih vlaknih govedi je okrog 1,5 mmol/kg mifi¢nine in se
giblje med 0,6 mmol/kg (Doornenbal in Murray, 1981) pa do 8 mmol/kg. V Zivi miSici je
koncentracija prostega Ca”" le 0,2 uM (Kurebayashi in sod., 1993) in je veliko prenizka, da
bi aktivirala p-kalpain oz. m-kalpain. Vedina Ca®" je shranjena v sarkoplazemskem
retikulumu. Koncentracijo Ca®" v citosolu uravnava kalcijeva &rpalka, ki je energijsko
odvisna od ATP. Ko nastopi celina smrt, se zaloge energijsko bogatih snovi zac¢no
zmanjSevati, kar med drugim povzroci odpoved kalcijeve ¢rpalke in povecanje prostega
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Ca”" v citosolu misi¢nih vlaken. Ob koncu rigorja se koncentracija Ca** poveta na 100 pM
(Jeacocke, 1993). Ta koncentracija prostega Ca*" pa je zadostna le za aktivacijo p-kalpain
ne pa za m-kalpain (Dransfield,1993). Seveda pa je koncentracija prostega Ca®" odvisna od
anatomskega dela, vrste mesa, vrste miSi¢nih vlaken in pogojev ravnanja z mesom po
zakolu — sama temperatura skladiS¢enja, hitrosti znizevanja vrednosti pH... (Jamie in sod.,
1992; Dransfield, 1992; Zamora in sod., 1996).

2.4.1.3 Aktivacija kalpaina s kalcijem

Do sedaj $e ni neposrednih dokazov, da se po celiéni smrti kalpaini aktivirajo s Ca*" in s
tem pomembno prispevajo k spreminjanju teksturnih lastnosti mesa. Geesink in Goll
(1995) pa sta v mesu nasla fragmente kalpainov velike 76 kDa, na podlagi katerih bi lahko
sklepali, da je prislo do aktivne oblike kalpaina in s tem do proteoliticnega delovanja,
Ceprav fragment ni bil aktiven. S spreminjanjem koncentracije kalpainov v govedini so
ugotovili, da se koncentracija le-teh zmanjSuje in doseze minimalno vrednost po 15-ih
dneh. Zelo podobno se dogaja s koncentracijo kalpastatinov. Skupaj s temi spremembami
pa se tudi izboljSujejo teksturne lastnosti misi¢nine. 1z teh ugotovitev lahko sklepamo na
aktivacijo kalpainov in porabo kalpastatina ter na proteoliticne procese, ki potekajo s
proteinazami (Zamora in sod., 1996; Dransfield, 1998). Tudi Thomson in sod. (1996) so
prisli do podobnih zakljugkov in ugotovili visoko pozitivno korelacijo (R*=0,81) med

fvrw

2.4.2 Neencimski mehanizem meh¢anja mesa — kalcijeva teorija

Neencimsko teorijo mehanizma zorenja mesa je postavil Takahashi (1996) in jo
poimenoval 'kalcijeva teorija mehcanja mesa'. Opira se na rezultate, ki sta jih prikazala
David in Gilbert (1966, cit. po Takahashi, 1996), o proteolitski razgradnji, ki se pojavi v
goveji miSici longissimus thoracis (dorsi) 30 dni po zakolu pri 2 °C in velja samo za 2,3 %
proteinov. S tem sta avtorja zanikala direktno povezavo med proteolizo in meh¢anjem
mesa po zakolu. Takahashi tudi navaja poro¢ilo Hamma (1969), po katerem proteoliza
miSicnih beljakovin ne more igrati glavne vloge pri meh¢anju mesa, vendar je lahko
zavajoC faktor pri aseptiénem zorenju pri visjih temperaturah.

Po tej teoriji so fenomeni, ki spremljajo mehcanje mesa post mortem, kot so strukturne
spremembe miofibril (slabitev ¢rte Z, slabitev aktomiozinskega kompleksa, razgradnja
titina, fragmentacija nebulina), slabitev intermediarnih nitk (fragmentacija dezmina) in
slabitev veziva (endomizija in perimizija) posledica poveCane koncentracije kalcijevih
ionov post mortem, ne glede na spremljajoce procese proteolize.

2.4.2.1 Slabljenje ¢rt Z

Crte Z povezujejo sosednje sarkomere in omogodajo premikanje tankih in debelih

Tvtw

4 sarkomere (Takahashi, 1967). Slabljenje &rt Z povzroda fragmentacijo sarkomer. Crte Z
so sestavljene iz filamentov Z, v katerih sta glavni sestavini a-aktin in amorfni matriks
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(Takahashi in Hattori, 1989). Amorfni matriks deluje kot povezovalni cement med
posameznimi Crtami Z. V pogojih, kakrsni so v miSici po zakolu, ko koncentracija
kalcijevih ionov naraste na 0,1 mM, ta amorfni matriks razpade in zelo oslabi ¢rte Z. Ta
proces se dogaja tudi brez prisotnosti proteinaz. Glavna sestavina matriksa so lipidi:
fosfolipidi, triacilgliceroli, holesterol in proste mascobne kisline. Predvidevajo, da so
predvsem fosfolipidi v fizioloSkih pogojih elektrostati¢no vezani na a-aktinin. Pri povecani
koncentraciji se kalcijevi ioni vezejo in jim spremenijo elektrostati¢ni naboj. Fosolipidi se
sprostijo z a-aktinina in iz ¢rt Z, kar privede do oslabitve ¢rt Z (Takahashi, 1999, Ahn in
sod., 2003).

2.4.2.2 Slabljenje povezav filamentov, nastalih med rigorjem

Med rigorjem se vzpostavi mo¢na povezava med aktinom in miozinom, nato pa pride do
oslabitve te povezave in sarkomere se ponovno relaksirajo. V predelih A in I se nahaja tudi
miofibrilarni protein paratropomiozin, ki se med zorenjem mesa, pri povecani koncentraciji
Ca®" v sarkomerah, veZe na aktin v tankih filamentih in tako prispeva k sprostitvi vezi med
aktinom in miozinom. Delez paratropomiozina, ki se veze na aktin, je v povezavi s
povecanjem dolzine sarkomer med zorenjem (Takahashi in sod., 1995). Sarkomere pri
govedini dosezejo svojo maksimalno dolzino po 10 dneh. To je Se en dokaz, da vezava
paratropomiozina oslabi vezavo med aktinom in miozinom ter tako bistveno prispeva k
mehc¢anju mesa med zorenjem (Takahashi, 1996).

2.4.2.3 Razgradnja konektina (titina)

Konektin je elasti¢en protein, ki povezuje miozin s ¢rto Z v sarkomeri. Konektin pripenja
in drzi miozin med kontrakcijo miSice v dolo€enem polozaju. MiSice so zelo elasti¢ne, kar
lahko pripiSemo predvsem konektinu. Z zorenjem pa miSica izgublja elasti¢nost in postaja
bolj plasticna. Zgubljanje elasticnosti je dobro povezano s povecanjem mehkobe mesa
(Takahashi, 1996).

Ugotovili so tudi, da med zorenjem mesa pri povedani koncentraciji Ca®" (0,01-0,1 mM),
a-konektin razpade na B-konektin in na fragment, ki ima 1200 kDa (slika 6). Enako se
zgodi in vitro v meSanici miofibril, obdelanih z raztopino 0,1 mM Ca’" in levpeptinom,
mocnim proteinaznim inhibitorjem. V govedini pride do popolne razgradnje a-konektina
po 10 dneh in s tem meso izgubi elasti¢nost (Takahashi, 1996).
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Slika 6: Shematski prikaz razgradnje a-konektin na p-konektin in 1200 kDa segment

(Takahashi, 1999)

2.4.2.4 Razgradnja nebulina

Nebulin je Se eden filamentozni protein, velik priblizno 800 kDa. Molekule nebulina
povezujejo Crte Z z aktinom. So zelo tanki filamenti, ki stabilizirajo strukturo aktinskih
filamentov v mrezi z miozinom. Ugotovili so da se med zorenjem koli¢ina nebulina
zmanjSuje (Tatsumi, 1992), kar je posledica razgradnje nebulina na pet podenot, velikih
200, 180, 40, 33 in 23 kDa. Enake rezultate so dobili, ¢e so miofibrile tretirali z raztopino
0,1 mM Ca" in 70 uM levpeptina. Dokazali so tudi, da se Ca>" veZejo na podenote, velike
200, 40 in 23 kDa (Tatsumi, 1992). 1z tega so zakljucili, da je za razgradnjo nebulina
najverjetneje odgovorna vezava Ca’" na njegove podenote. To povzro&i destabilizacijo
organizacije tankih filamentov ter tako pripomore k mehcanju mesa med zorenjem.

Na sliki 7 je model, ki ga je predlagal Tatsumi s sod. (1993). Prikazana so Stiri podrocja:
prvo je sestavljeno iz dveh 40 kDa podenot A, drugo iz $tirih 33 kDa podenot B in Stirih 23
kDa podenot C, tretje iz ene 180 kDa podenote D in cetrto podroc¢je iz ene 200 kDa
podenote E (Tatsumi in Takahashi, 2003).

podenote: A, 40-; B, 23-; C, 33-; D, 180-; E, 200-kDa
érta Z debel filament

tanek filament Crta M

I 11 m

T
!
alale[clelclelclelc I E

CaCaCa Ca Ca Ca Ca

Slika 7: Shematski prikaz podenot nebulina (Tatsumi in sod., 1993)
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2.4.2.5 Razgradnja dezmina

vt w

vlaknih deluje kot tridimenzionalni matriks, ki povezuje posamezne miofibrile med seboj
in s celicno membrano. Na ta nacin dezmin doloca ogrodje, ki mehansko povezuje
miofibrile med kréenjem in sprostitvijo skeletne miSice. Dezmin je razvrs€en kot
citoskeletna beljakovina zaradi svoje funkcije (Takahashi, 1996).

Med zorenjem se molekule dezmina razgradijo na manjSe enote. Vsebnost dezmina se pri
zoreni govedini v 14 dneh zmanjsa za 70-80 %. Dezmin razpade na enote z molsko maso
43-46, 40, 34-36 kg/mol. Enake rezultate so dobili in vitro, ko so ugotovili, da dodajanje
Ca”" in levpeptina povzro&i razgradnjo dezmina na enako velike podenote kot in vivo.
Razgradnja dezmina se zatne pri koncentraciji 0,01 mM Ca®>" in dosee maksimalno
vrednost pri koncentraciji 0,1 mM Ca®" (slika 8). Temperatura v obmod&ju med 5 in 40 °C
ne vpliva na razgradnjo dezmina. Ta odkritja jasno kaZejo, da razgradnja dezmina med
zorenjem mesa povzro&i direktno delovanje Ca®" in moéno podpirajo kalcijevo teorijo
mehcanja mesa. Posedica razpada tridimenzionalnega matriksa dezmina je mehcanje mesa
(Takahashi, 1999).
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Slika 8: Vpliv koncentracije Ca® na razgradnjo dezmina (Takahashi, 1999)

2.4.3 Spro$canje aminokislin med zorenjem

Koncentracija prostih aminokislin se z zorenjem govejega mesa povecuje. Te spremembe
so posledica delovanja proteoliti¢nih encimov. Koli¢ina spros¢enih aminokislin je odvisna
od Casa zorenja in od vrste posameznih miSic (Feidt in sod., 1996). Proteinaze, kot so
kalpaini in katepsini, povzroCajo nastanek peptidov, medtem ko na povecanje
koncentracije prostih aminokislin vplivajo encimi aminopeptidaze, ki imajo optimalen pH
v nevtralnem obmocju (Moya in sod., 2001). Pri zorenju mesa imajo poglavitno vlogo
katepsini, ki se sprostijo iz lizosomov in delujejo pri znizani vrednosti pH. Lizosomi se
navadno razgradijo 5 dni post mortem. Vsebnost prostih aminokislin se poveca predvsem
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po desetem dnevu zorenja pri 4 °C. Tudi razgradnja kolagena se za¢ne po desetem dnevu
zorenja, kar lahko vidimo iz razpredelnice 2, ko se povefa vsebnost hidroksiprolina
(Hypro) (Feidt in sod., 1996).

Preglednica 2: Vsebnost posameznih prostih aminokislin (ng AK/g vzorca) v miSici triceps
brahii 3 dni, 5 dni, 10 dni in 14 dni post mortem (Fieldt in sod., 1996)

proste aminokisline 3dni Sdni 10 dni 14 dni

Ala 4,09 4,70 4,73 6,63
Asn 0,20 0,21 0,23 0,40
Asp 0,25 0,32 0,26 0,36
Glu 3,68 5,55 4,04 8,83
Gly 1,69 2,10 2,13 2,55
His 0,43 0,39 0,43 1,54
Hypro 0,16 0,23 0,30 0,62
Ile 0,31 0,31 0,68 0,68
Leu 0,50 0,67 1,15 1,73
Lys 0,23 0,20 0,29 0,77
Met 0,22 0,22 0,40 0,87
Pro 0,58 0,53 0,66 0,71
Ser 0,36 0,31 0,49 0,85
Thr 0,18 0,24 0,30 0,58
Val 5,10 4,21 4,34 4,82

Tudi vsebnost posameznih kraj$ih peptidov se z zorenjem povecuje, kar je posledica
delovanja endopeptidaz. V prvi stopnji delujejo kalpaini, nato pa katepsini (Fieldt in sod.,
1998).

Polak (2003) je dolocal vsebnost prostih aminokislin presnih vzorcev presnih vzorcev
govejih misic LL z ionsko izmenjevalno tekoCinsko kromatografijo. Koeficienti
variabilnosti so bili v vseh primerih pod 10 %, razen pri cisteinu, kjer je bil enak 10 %.
Nizke vrednosti koeficientov variabilnosti so kazali na dobro ponovljivost metode. Avtor
tudi ugotavlja, da se med zorenjem ni znacilno spremenila vsebnost karnozina in
glutamina. Vsebnost karnozina je bila okrog 28 umol/g in vsebnost glutamina okrog 5,4
umol/g presnega mesa. Vsebnost vseh ostalih prostih aminokislin pa se je s casom zorenja
statisticno znacilno povecevala. Tako je vsebnost prostega alanina narasc¢ala od prvotnih
4,87 umol/g na kon¢nih 7,95 pumol/g. Prostega arginina je bilo bistveno manj od alanina,
na zacetku 0,45 umol/g, po dveh tednih zorenja je bilo 0,95 pmol/g in po Stirih tednih 1,25
umol/g. Podobno vsebnost kot arginin je imel tudi asparagin. Prostega karnozina je bilo
najvec (27,82 umol/g pri nezorenem in 28,27 umol/g pri 4 tedne zorenem), vendar je ostal
na enakem nivoju ne glede na stopnjo zorenja. Cas zorenja je vplival na povelanje
vsebnosti med drugim tudi hidroksiprolina in prolina. Tako se je povecala vsebnost
hidroksiprolina z zacetnih 0,17 umol/g na 0,31 umol/g in prolina od 0,36 pmol/g na 0,81
umol/g.

Vsebnosti vseh prostih aminokislin razen glutamina so linearno narascale s ¢asom zorenja
(slika 9), na zacCetku je bila vsebnost vseh prostih aminokislin 19,75 pmol/g po dveh tednih
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zorenja pa je narasla na 29,94 umol/g, po Stirih tednih zorenja pri 1 °C pa je dosegla 38,46
umol/g (Polak, 2003).

y = 9,3543x + 10,673
R?=0,9973

(@imovg)

vsebnost vseh prostih aminokislin

nezoreno dva tedna Stiri tedne
¢as zorenja
Slika 9: Vpliv ¢asa zorenja na vsebnost vseh prostih aminokislin v presnem govejem
mesu (Polak, 2003)

Mullen in sod. (2000) so spremljali vsebnost 17 prostih aminokislin med zorenjem miSice
longissimus dorsi (slika 10), aminokisline so analizirali z aminokislinskim analizatorjem
LC3000 (Eppendorf, Hamburg, Nemcija). Ugotovili so, da se vsebnost vseh prostih
aminokislin v goveji misici longissimus dorsi poveca tekom 15-dnevnega zorenja. Manjse
spremembe v koncentraciji med zorenjem so ugotovili pri alaninu, treoninu, glutaminu in
glicinu, medtem ko se je koncentracija cisteina najbolj obcutno povecala. Med zorenjem so
se povecale koncentracije nekaterih aminokislin za 2- do 6-krat: asparagina, fenilalanina,
izolevcina, serina, prolina, arginina, valina in lizina. Za 7- do 15-krat pa so se povecale
naslednje koncentracije aminokislin: metionina, tirozina in levcina.

Na splosno lahko re¢emo, da se med zorenjem goveje miSice longissimus dorsi vsebnost
vecine prostih aminokislin povecuje. Koncentracija skupnih prostih aminokislin pa se med
15-dnevnim zorenjem poveca za okoli 100 % (Mullen in sod., 2000).
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Slika 10: Vpliv ¢asa zorenja na vsebnost prostih aminokislin, v osmih delih (A-H)
miSice longissimus dorsi (Mullen in sod., 2000)
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 NAMEN DELA

Namen raziskave je bil spremljati parametre kakovosti dveh govejih miSic longissimus
lumborum (LL) in triceps brahii (TB) Sestih zivali (trije bikci in tri telice) v razlicnih
stopnjah zrelosti (po zakolu in v treh razli¢nih intervalih zorenja). Prav tako smo Zeleli
dolociti optimalen €as zorenja omenjenih miSic, ki bi zagotavljal primerno senzori¢no
kakovost, in preveriti smiselnost sortiranja mesa, namenjenega za zorenje, glede na spol
zivali.

Zeleli smo tudi ugotoviti, ali je postopek priprave vzorcev (EZ: faast podjetja Phenomenex
ZDA) primeren za dolocanje prostih aminokislin in peptidov, ter uvesti in preveriti
visokolocljivostno tekoc€insko kromatografijo (HPLC) v kombinaciji z masnim
detektorjem.

3.2 MATERIAL

Nasi vzorci so bile miSice LL in TB treh telic in treh bikov lisaste pasme kakovostnega
trznega razreda R3. Tople mase trupov bikov so znaSale 359 kg do 364 kg, tople mase
trupov telic pa 234 kg do 284 kg. Drzava rojstva, reje in klanja je pri telicah Slovenija,
medtem ko so bili biki rojeni na MadZzarskem, vzrejeni in zaklani pa v Sloveniji. Klanje
zivali je potekalo v mesnopredelovalnem obratu MIP d.d. Nova Gorica. Postopki
predklavnega obdobja, zakola in primarne obdelave trupov so potekali po ustaljeni
tehnologiji.

Preglednica 3: Osnovni podatki o Zivalih

spol datum datum starost topla kraj pHzy T2 (°C)
rojstva zakola (meseci) masa (kg) reje
bik 16.02.03 02.02.05 24 361 Vrhnika 5,71 10,8
bik 30.04.03 31.01.05 21 364 Sentjernej 5,81 13,0
bik 30.04.03  31.01.05 21 359 Sentjernej 5,50 13,6
telica  04.03.03  02.02.05 23 260 Cerkno 5,54 9,7
telica 10.08.02  02.02.05 30 234 Grgar 5,78 6,8
telica 15.03. 03 31.01.05 22 284 Majsperk 5,67 7,8

3.2.1 Anatomska lokacija miSic in razsek govedine

— m. longissimus lumborum oziroma dolga hrbtna misica (LL)

Govejo polovico Cetrtinimo med 6. in 7. rebrom na prednjo in zadnjo Cetrt. Od zadnje Cetrti
odrezemo zadnjo nogo med zadnjim ledvenim in prvim kriznim vretencem. Preostali del
zadnje Cetrti razsekamo na porabniske kose (hrbet, ledja, potrebusina in rebra). Ledja se
odrezejo od hrbta med zadnjim prsnim in prvim ledvenim vretencem, obsegajo vsa ledvena
vretenca s pripadajoco miSi¢nino (LL).
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— m. triceps brahii oziroma triglava nadlahtna miSica (TB)

Govejo polovico Cetrtinimo med 6. in 7. rebrom na prednjo in zadnjo Cetrt. Od prednje
kose (prednji bo¢nik in plece). Del pleceta je tudi debelo plece (triglava nadlahtna miSica
oziroma TB), ki je najvecji in najboljsi kos pleceta (Fazarinc in Rajar, 2001).

3.3 NACRT DELA

Vrednosti pH, izmerjene 24 ur post mortem v misici longissimus dorsi med 6. in 7. prsnim
vretencem so bile pri vseh poskusnih zivalih v mejah od 5,5 do 5,8 (normalna kakovost
misi¢nine). Po hlajenju (24 ur post mortem) smo iz obeh polovic trupov (iz desne in leve
polovice) izrezali miSice longissimus lumborum (LL, ledja ali Simbas, meso 1. kategorije)
in triceps brahii (TB, triglava nadlahtna miSica).

Leve in desne miSice smo razdelili na dva enaka dela in vsak del posebej vakuumsko
zapakirali v termokr¢ljivo folijo (Cryovac) in ga zorili doloceno Stevilo dni. Z naklju¢nim
izborom smo dolocili, kateri del miSice zori koliko ¢asa; tako smo poskusali izlociti vpliv
lokacije vzorca v miSici. Zorenje je potekalo pri stalni temperaturi 1 °C. Cas zorenja je bil
2,7, 14 in 28 dni. Po konCanem zorenju smo iz miSic odrezali zrezke debeline 3,5 cm, na
katerih smo opravili instrumentalno analizo barve, po toplotni obdelavi pa izvedli
senzoricno analizo (barve, mehkobe, so¢nosti, vonja in arome) ter instrumentalno analizo
teksture. Preostale vzorce smo razrezali na drobne koscke in jih homogenizirali s pomocjo
kuhinjskega sekljalnika do pastozne mase. Tako pripravljene vzorce smo zapakirali v
polietilenske vrecke, jih tesno zaprli, ustrezno oznacili in shranili v zamrzovalno skrinjo pri
(-21 = 1) °C, kjer so pocakali na osnovno kemijsko analizo (voda, mascobe, pepel,
beljakovine), merjenje vrednosti pH v ekstraktu ter dolo¢anje vsebnosti prostih aminokislin
in peptidov. Vse analize smo opravili v dveh paralelnih dolo¢itvah. Osnovno kemijsko
analizo smo opravili samo na vzorcih 2 dni po zakolu (nezoreni).

Toplotna obdelava vzorcev za senzoricno analizo in instrumentalno analizo mehkobe je
bila opravljena na zrezkih debeline 3,5 cm s peenjem na dvoplo$¢nem Zaru (temperatura
plos¢ 200 °C) do kon¢ne srediscne temperature zrezkov 60 °C.

Rezultate smo statisticno izvrednotili in skuSali ugotoviti vpliv zorenja na analizirane
kakovostne parametre, na vsebnost prostih aminokislin in peptidov v govejih miSicah (LL
in TB) Sestih zivali (trije bikci in tri telice).
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34 METODE DELA
3.4.1 Instrumentalna analiza

34.1.1 Barva

Na nezorenih in zorenih presnih rezinah vzorcev miSic smo instrumentalno izmerili barvo
v sistemu CIE L, a", b" s kromometrom Minolta CR 200b. Kromometer je bil predhodno
umerjen na bel standard. Barvo smo merili v treh paralelkah na 3 cm debeli oksigenirani
rezini (oksigenacija 1 uro v hladilniku pri temperaturi 3 "C).

3.4.1.2 Tekstura

Zrezke smo po toplotni obdelavi ohladili in po 24 urah oblikovali vzorce za instrumentalno
merjenje reoloskih lastnosti.

Instrumentalna analiza rezne trdnosti toplotno obdelanih vzorcev je bila opravljena z
aparatom za mehanicno testiranje TA.TX plus texture analyser (Stable Micro Systems) s
kontaktnim nastavkom Warner Bratzler HDP/WBYV. Hitrost rezila je znasala 0,0033 m/s;
meritve so bile opravljene na vzorcih v obliki valjev premera 8 mm. [zmerjena je bila rezna
trdnost, maksimalna sila, potrebna za prerez vzorca, podana v enotah Newton (N). Na
vsaki miSici so bile opravljene 4 meritve.

3.4.2 Senzori¢na analiza

Senzori¢no ocenjevanje je opravil tri Clanski panel, ki so ga sestavljali izkuSeni
preiskusevalci katedre za tehnologijo mesa na Biotehniski fakulteti. Ocenjevanje so
opravili v senzori¢nem laboratoriju te katedre.

Senzori¢no ocenjevanje so izvedli s testom tockovanja lastnosti iz skupine deskriptivnih
testov in to z nestrukturirano to¢kovno lestvico (od 1 do 7 tock).

Senzori¢no ocenjevanje pecenih vzorcev LL in TB je potekalo na toplih vzorcih, ki so bili
Sifrirani. Panel je izvrednotil naslednje senzori¢ne lastnosti:

— barva mesa (1 — 7 tock)
Barva presnih vzorcev je bila senzori¢no izvrednotena na 3 cm debeli oksigenirani rezini
(oksigenacija 1 uro v hladilniku pri temperaturi 3 °C).

7 toCk: atraktivna svetlo rdeCa barva oksigenirane povrSine misicnine,
1 tocka: neoksigenirana, temna barva.

— mehkoba (1 —4 — 7 tock)
Ocenjena kot upor mesa na zvecenje.

7 tock: mehka tekstura,
4 tocke: optimalna tekstura,
1 tocka: trda tekstura.
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— socnost (1 — 7 tock)
Ocenjena je kot koli¢ina izcejenega soka med grizenjem vzorca v ustih.

7 tock: so¢nost je odli¢no izraZena,
1 tocka: suhost, slaba so¢nost.

— vonj (1 —7 tock)
Vonj ocenjujemo z nosom, ko do njega dospejo hlapne snovi.

7 tock: polno izrazit vonj zrelega govejega mesa,
1 tocka: neizrazit vonj, nezazeljen vonj.

— aroma (1 — 7 tock)
Ce meso polozimo v usta in ga zvecimo, poteka so¢asno ve¢ procesov, ki se kombinirajo v
kompleksno zaznavo, imenovano aroma.

7 tock: polno izrazita aroma zrelega govejega mesa,
1 tocka: neizrazita, prazna aroma.

3.4.3 Fizikalno-kemijske analize

3.4.3.1 Dolocanje vsebnosti skupnih mineralnih snovi

Po uradnem postopku opisanem v AOAC Official Method 920.153 Ash of Meat (AOAC
920.153, 1997).

3.4.3.2 Dolocanje vsebnosti vode s suSenjem

Po uradnem postopku opisanem v AOAC Official Method 950.46 Moisture in Meat
(AOAC, 950.46, 1997).

3.4.3.3 Dolocanje vsebnosti masc¢obe po Weibullu in Stoldtu

Po uradnem postopku opisanem v AOAC Official Method 991.36 Fat (Crude) in Meat and
Meat Product (AOAC, 991.36, 1997).

3.4.3.4 Dolocanje vsebnosti beljakovin

Po uradnem postopku opisanem v AOAC Official Method 928.08 Nitrogen in Meat
Kjeldahl Method (AOAC, 928.08, 1997).

3.4.3.5 Merjenje vrednosti pH v ekstraktu

Za merjenje vrednosti pH vzorcev v ekstraktu smo uporabljali stekleno gelsko elektrodo
Sartorius PY-P10, priklju¢eno na pH meter (Sartorius PB-20). Natan¢nost merjenja je
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10,01 enote. Pred merjenjem smo pH meter umerili s pufri za umerjanje (pH 4,01, 5,00 in
7,01).

Pribor in reagenti:

— pH meter;

— lij, Casa;

— pufri za umerjanje pH metra ;
destilirana voda.

Postopek:

5 g zmletega, homogeniziranega vzorca brez vecjih delov mastnega in veznega tkiva smo
prenesli v ¢aso in prelili s 50 ml destilirane vode. Vzorec smo nato 10 min mesali z
magnetnim meSalom, nato pa ga filtrirali. V filtratu smo nato zmerili pH, tako da smo
elektrodo potopili v filtrat in od¢itali pH vrednost.

3.4.3.6 Dolocanje vsebnosti prostih aminokislin

Vsebnost prostih aminokislin v presnem zorenem mesu smo dolocili z visokolo¢ljivostno
tekoCinsko kromatografijo (HPLC) v kombinaciji z masnim detektorjem. Vzorce in
standarde smo pred analizo z HPLC pripravili z kompletom EZ: faast For Free
Physiological Amino Acid Analysis by LC — MS (Phenomenex, ZDA).

3.4.3.6.1 Priprava vzorcev

V ¢aso smo odtehtali (3 + 0,001) g homogeniziranega mesa, dodali 30 ml destilirane vode
in 200 pl internega standarda (L-norlevcin, ¢ = 10 mg/ml). Vse skupaj smo, nato
homogenizirali z homogenizatorjem (Ultra-turrax T25 z nastavkom S25N-18G,
10000 obratov/min). Sledila je filtracija z modrim celulozno acetatnim filtrom Sartorius
391 (® = 110 mm). Vzorci so tako bili pripravljeni za postopek EZ: faast.

Postopek priprave vzorcev (EZ: faast podjetja Phenomenex, ZDA) za analizo z HPLC je
sestavljen iz vec faz:

1. V2 ml vialo smo dali 100 pl vzorca in 100 ul internega standarda s pH 2 (reagent 1).

2. Nato smo pocasi povlekli tako pripravljeno zmes skozi tips, ki ima namescen sorbent
(potece ekstrakcija s trdo fazo (SPE)).

SPE tips smo spirali z 200 ul n-propanola kot spiralnim topilom (reagent 2).

Na SPE tipsu smo imeli aminokisline, ki smo jih sprali z 200 pl topila za spiranje
(n-propanol (reagent 3A) : NaOH (reagent 3B) = 3:2).

V eluat smo dodali 50 pl derivatizacijskega reagenta v kloroformu (reagent 4).

Moc¢no smo premesali na vortexu 5 s in pustili 1 min.

Dodali smo 100 pl iso-oktana (reagent 5) in vse skupaj premesali in pustili stati 1 min.
Zgornjo organsko fazo smo prenesli v vijale in odparili topilo.

Nato smo dodali 100 pl mobilne faze (A : B =1 : 2) in tako so bili vzorci pripravljeni
za analizo na LC-MS.

B

A S AN



Sadar J. Spremljanje parametrov kakovosti v govejih misicah longissimus lumborum in triceps brachii med zorenjem.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006 26

Priprava standardov

Paket EZ: faast vsebuje tri steklenicke standardov SDI1, SD2 in SD3. SD1 vsebuje
27 aminokislin (glej preglednico 4) v 0,05 M HCI, koncentracija vsake je 200 nmol/ml.
SD2 vsebuje 3 aminokisline (ASN, GLN, TRP), ki pa niso v kislem mediju, koncentracija
vsake je 200 nmol/ml. SD3 vsebuje 6 aminokislin (APA, HYL, CTH, PHP, GPR, TPR)
koncentracija vsake je 200 nmol/ml.

Preglednica 4: SD1 v 0,05 M HCL vsebuje naslednjih 27 aminokislin:

AAA ABA ALA ARG ASP BAIB C-C CIT GABA
LEU LYS MET IMHIS 3MHIS ORN PHE PRO SAR
GLU GLY HIS HYP ILE SER THR  TYR VAL

Za kalibriranje smo pripravili tri razlicne koncentracije teh standardov:

Koncentracija 1: 10 ul SD1 + 10 ul SD2 + 10 ul SD3 + 100 pl IS
Koncentracija 2: 50 ul SD1 + 50 pl SD2 +50 pl SD3 + 100 pl IS
Koncentracija 3: 100 ul SD1 + 100 pl SD2 +100 ul SD3 + 100 pul IS

Postopek priprave standardov (EZ: faast podjetja Phenomenex, ZDA) za analizo z HPLC

je sestavljen iz vec faz:

1. V 2 ml vialo smo dali 100 pl standardov koncetracije 1 ali 2 ali 3 in 100 pl internega
standarda s pH 2 (reagent 1).

2. Nato smo pocasi povlekli tako pripravljeno zmes skozi tips, ki ima namescen sorbent

(potece ekstrakcija s trdo fazo (SPE)).

SPE tips smo spirali z 200 ul n-propanola kot spiralnim topilom (reagent 2).

Na SPE tipsu smo imeli amino kisline, ki smo jih sprali z 200 pl topila za spiranje

(n-propanol (reagent 3A) : NaOH (reagent 3B) =3 : 2).

V eluat smo dodali 50 pl derivatizacijskega reagenta v kloroformu (reagent 4).

Moc¢no smo premesali na vortexu 5 s in pustili 1 min.

Dodali smo 100 pl iso-oktana (reagent 5) in vse skupaj premesali in pustili stati 1 min.

Zgornjo organsko fazo smo prenesli v vijale in odparili topilo.

Nato smo dodali 100 pl mobilne faze (A : B = 1 : 2) in tako so bili standardi

pripravljeni za umerjanje LC-MS.

B

A S AN

3.4.3.6.2 Kromatografski pogoji

Oprema:
Sistem: Agilent 1100
Detektor: Micromass quatro micro'™ API
Kolona: ID 250 x 2 mm

Delovni pogoji in reagenti:

Mobilna faza: mobilna faza A: 10 mM amonijev formiat v vodi
mobilna faza B: 10 mM amonijev formiat v metanolu
Gradient: 00,00 min 68 % B
11,00 min 83%B

11,01 min 68 % B
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13,00 min 68 % B
Pretok mobilne faze: 0,25 ml/min
Temperatura kolone: 35°C
Volumen injiciranja: 5,0 ul
SD10
100 4,03 2433
%
455
3,29
5,14
C T T T T TTTTTTT T T T T T [T T T T T T 7T T T T T T \“‘Time
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 6,50
Slika 11: Kromatogram proste aminokisline asparagin (molska masa: 243 g/mol,
elucijski ¢as: 4,03 minut) iz standardne meSanice aminokislin SD1
LL 507 7 DNI
16A 1: SR of 21 Channels ES+
7 3% Tic
100 6,15e7
346 4,66
6,36
T T T T T T T T e e e g
0,50 1,00 150 2,00 250 300 350 400 450 500 550 6,00 6,50
Slika 12: Kromatogram proste aminokisline asparagin (molska masa: 243 g/mol,

elucijski ¢as: 3,96 minut) iz 7 dni zorenega vzorca miSice LL

3.4.3.6.3 Izracun

Koncentracijo aminokislin v vzorcu smo izracunali iz razmerja povrsin vrha aminokisline
v vzorcu in internem standardu, L-norlevecin (Merck, 1.24560).
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c-(umol ] g) = _ Axmy,
A XM xm,

¢ = koncentracija aminokisline v vzorcu
A =povrsina vrha aminokisline v vzorcu
m;; = masa dodanega internega standarda
Ajs = povrsina vrha standarda v vzorcu

M = molska masa aminokisline

my, = masa vzorca

3.4.4 StatistiCna analiza

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket SAS/STAT (SAS
Software, Version 8.01, 1999). V poskusu zbrane podatke smo pripravili in uredili s
programom EXCEL XP. Osnovne statisticne parametre smo izracunali s proceduro
MEANS, s proceduro UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve.
Pri obdelavi podatkov smo uporabili multivariantno metodo GLM (General Linear Model).

Statisticni model 1 smo uporabili za obdelavo parametrov zorenih govejih misic. V model

smo vkljucili vpliv miSic, ¢asa zorjenja, spola in zivali. Vsi podatki so predstavljeni kot
ocenjene srednje vrednosti (LS-mean).

Statisti¢ni model 1:

Yijki= L T M; + Cj + Sk +7, +eijki (model 1)

Yiiik = opazovana vrednost;

u = povprecna vrednost;

M; = vpliv i-te miSice; i= longissimus lumborum in triceps brachii;
G = vpliv j-tega Casa zorenja; j =2, 7, 14 in 28 dni;

Sk = vpliv k-tega spola Zivali; k= bik, telica;

7, = vpliv I-te zivali; k=1-3;

Cijkl = ostanek.

Pearsonovi korelacijski koeficienti med parametri zorenega mesa so izracunani z uporabo
procedure CORR (SAS Software, Version 8.01, 1999).
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4 REZULTATI
4.1 OSNOVNA KEMIJSKA SESTAVA
4.1.1 Ponovljivost metod

Ponovljivost med paralelkami smo dolocili tako, da smo vsebnost vode, mascob,
beljakovin in pepela na istem, naklju¢no izbranem vzorcu analizirali v Sestih paralelkah
(preglednica 5). Ponovljivost smo ovrednotili z dolocitvijo koeficienta variabilnosti (KV).

Preglednica 5: Ponovljivost med paralelkami pri dolocanju vsebnosti vode, mascob,
beljakovin in pepela v presni goveji miSici LL

parameter (/100 g) paralelka stat_istiéna parametra
. 2. 3. 4. 5. 6. X KV (%)
beljakovine 22,83 2348 23,13 23,64 23,55 2380 23,52 1,0
mascobe 1,72 1,79 1,59 1,74 1,67 1,63 1,69 4,4
pepel L,LiIo 1,11 1,10 1,13 1,17 1,13 1,12 2,3
voda 73,92 74,64 73,48 74,09 7524 7397 74,22 0,8

X — povpreéna vrednost, KV (%) — koeficient variabilnosti

Koeficienti variabilnosti niso presegali 5 %, zato smo se odlocili, da je za nadaljnje analize
dovolj delo v dveh paralelkah.

4.1.2 Osnovni statisti¢ni parametri

Rezultati analiz osnovne kemijske sestave (vode, mascob, beljakovin in pepela) so
prikazani v preglednici 6. Iz teh rezultatov lahko ugotovimo, da smo izbrali homogen
vzorec, saj so koeficienti variabilnosti nizki, visji so le pri maScobah. Tako je bila v goveji
misici LL povprec¢na vsebnost beljakovin 22,5 g/100 g, mascob 2,6 g/100 g, pepela 1,2
g/100 g in vode 73,9 g/100 g. Goveja miSica TB pa je v povprecju vsebovala beljakovin
22,1 g/100 g, mascob 2,9 g/100 g, pepela 1,3 g/100 g in vode 73,3 g/100 g .

Preglednica 6: Rezultati kemijske analize govejih miSic LL in TB z izra¢unanimi osnovnimi
statisti¢cnimi parametri

miSica parameter (g/100g) n X min max SO KV (%)
LL beljakovine 6 2252 2191 2326 0,54 241
mascobe 6 2,64 2,26 3,35 0,47 17,67
pepel 6 1,15 1,03 1,27 0,08 7,09
voda 6 73,89 73,01 74,82 0,73 0,98
6
6
6

B beljakovine 22,09 21,27 23,16 0,64 2,92
mascobe 2,87 1,78 3,51 0,82 28,55
pepel 1,28 1,17 1,38 0,07 5,70
voda 6 73,34 72,81 74,04 0,53 0,72

n — $tevilo obravnavanj, X — povpreéna vrednost, min — minimalna vrednost, max — maksimalna vrednost, so —
standardni odklon, KV (%) — koeficient variabilnosti.
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4.1.3 Vpliv miSice na kemijsko sestavo govedine

Vrsta miSice ima statisticno zelo visoko znalilen vpliv na vsebnost vode, na vsebnost
mascob ima statisticno visoko znacilen vpliv, na vsebnost pepela in beljakovin pa vrsta
miSice ne vpliva (preglednica 7). Goveje miSice TB vsebujejo znacilno ve¢ vode in mascob
kot miSice LL.

Preglednica 7: Vpliv miSice na kemijsko sestavo govedine (n=12)

parameter miSica (LSM)

(g/100 g) LL TB SEM znal
voda 73.6° 74,8° 0,20 0,0026
pepel 1,21° 1,24* 0,03 04572

mascoba 2,76 325 0,16 0,0400

beljakovine 223" 222° 0,10 0,5128
n — $tevilo vzorcev; LSM — ocenjena srednja vrednost; SEM — standardna napaka ocene; znac.: P < 0,001 statisti¢no zelo
visoko znacilen vpliv; P < 0,01 statisticno visoko znacilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisti¢no
neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v indeksu se med seboj statisticno znacilno ne razlikujejo.

4.1.4 Vpliv spola Zivali na kemijsko sestavo govedine

Preglednica 8: Vpliv spola Zivali na kemijsko sestavo govedine (n=12)

parameter spol (LSM)

(g/100 g) biki telice SEM znad.
voda 74,7 73,7 0,20 0,0051
pepel 1,16° 1,29 0,03 0,0023

mascoba 2,71 b 3,30 0,16 0,0166
beljakovine 22,4 22,1* 0,10 0,0658
n — $tevilo vzorcev; LSM — ocenjena srednja vrednost; SEM — standardna napaka ocene; znaé.: P < 0,001 statisti¢no zelo

visoko znadilna razlika; P < 0,01 statisti¢no visoko znadilna razlika; P < 0,05 statisticno znacilna razlika; P > 0,05
statisti¢no neznacilna razlika; skupine z enako ¢rko v indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.

Spol (preglednica 8) statisticno zelo visoko znacilno vpliva na vsebnost vode in pepela v
mesu, na vsebnost mascob vpliva statistiéno visoko znacilno, na vsebnost beljakovin pa
spol ne vpliva. Torej, meso telic v primerjavi z mesom bikov vsebuje ve¢ pepela in
mascob, posledicno pa vsebuje manj vode in beljakovin.

4.2 VREDNOST pH IN VSEBNOST PROSTIH AMINOKISLIN
4.2.1 Ponovljivost metod

4.2.1.1 Vsebnost prostih aminokislin

Naklju¢no izbran presen in nezoren vzorec smo Sestkrat analizirali ter ugotovili, da se
koeficienti variabilnosti gibajo od 0,5 % pri izolevcinu pa do 31,7 % pri y-amino-n-butri¢ni
kislini (preglednica 9). Na osnovi rezultatov doloCanja ponovljivosti med paralelkami,
lahko zaklju¢imo, da je priprava vzorcev s kompletom EZ: faast For Free Physiological
Amino Acid Analysis by LC — MS (Phenomenex, ZDA) primerna za doloc¢anje vsebnosti
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prostih aminokislin in peptidov zorjenega mesa. Ponovljivost je bila slabsa pri prostih
aminokislinah in peptidih, ki so bili prisotni v vzorcu v majhnih koli¢inah (do 10 nmol/g

vzorca).

Preglednica 9: Ponovljivost med paralelkami dolo¢anja vsebnosti prostih aminokislin in
peptidov v presni goveji miSici LL (umol AK/g vzorca)

aminokislina ali paralelka statisticna parametra
peptid (umol/g) 1. 2. 3. 4. 5 6. X KV (%)
MHIS 0,46 0,35 0,37 0,45 0,41 0,40 0,41 10,05
HYP 0,08 0,09 0,08 0,10 0,09 0,07 0,09 12,29
ASN 0,54 0,56 0,53 0,57 0,55 0,53 0,55 3,00
SER 0,24 0,24 0,23 0,22 0,23 0,25 0,24 4,55
CIT 0,35 0,26 0,28 0,34 0,26 0,28 0,29 13,31
GLN 5,01 5,33 5,31 5,09 5,26 5,23 5,20 2,45
ARG 1,26 1,01 1,10 1,15 1,07 1,25 1,14 8,82
HYL 0,03 0,04 0,05 0,03 0,04 0,03 0,04 22,68
PHP 0,24 0,30 0,23 0,29 0,31 0,24 0,27 13,37
MET 0,15 0,08 0,08 0,12 0,10 0,09 0,10 2591
ORN 0,21 0,22 0,21 0,23 0,21 0,24 0,22 5,77
GABA 0,02 0,02 0,03 0,04 0,02 0,03 0,03 31,67
ALA 2,03 2,12 2,09 2,10 2,12 2,11 2,10 1,65
THR 0,05 0,04 0,04 0,03 0,02 0,02 0,04 37,64
GPR 0,10 0,08 0,08 0,09 0,10 0,09 0,09 11,90
GLY 0,07 0,07 0,08 0,07 0,06 0,08 0,07 10,73
TRP 0,29 0,27 0,26 0,27 0,28 0,29 0,28 4,48
GLU 1,38 0,87 1,28 1,34 1,21 0,95 1,17 17,98
VAL 0,41 0,28 0,34 0,36 0,29 0,40 0,35 15,52
TPR 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,04 0,03 31,20
HIS 9,98 9,59 9,67 9,85 9,75 9,81 9,78 1,40
ASP 0,31 0,22 0,25 0,27 0,22 0,30 0,26 14,50
LYS 3,88 3,24 3,56 3,48 3,75 3,65 3,59 6,14
PRO 0,64 0,68 0,64 0,65 0,68 0,65 0,66 3,10
TYR 6,25 6,02 6,25 6,09 6,15 6,17 6,15 1,45
C-C 0,22 0,17 0,17 0,22 0,19 0,18 0,19 13,11
PHE 0,90 0,84 0,85 0,84 0,89 0,90 0,87 3,35
LEU 0,94 0,80 0,81 0,85 0,91 0,94 0,88 7,25
ILE 5,33 5,39 5,34 5,38 5,37 5,39 5,37 0,50
AAA 0,09 0,06 0,08 0,06 0,09 0,07 0,08 17,99

X - povpreéna vrednost, KV (%) - koeficient variabilnosti
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4.2.2 Osnovni statisti¢ni parametri

Rezultati meritev fizikalnih in kemijskih parametrov zorenih govejih miSic LL in TB z
izraCunanimi osnovnimi statisti¢nimi parametri so prikazani v preglednici 10.

Preglednica 10: Rezultati meritev fizikalnih in kemijskih parametrov zorenih govejih miSic
LL in TB z izra¢unanimi osnovnimi statistiénimi parametri

parameter n X min max so KV (%)
vrednost pH 96 5,75 5,37 6,33 0,19 337
aminokislina (umol/g):

ALA alanin 96 290 1,08 25,03 2,44 84,01
ARG arginin 96 198 0,18 5,80 1,32 66,38
ASN asparagin 96 049 021 1,04 0,16 32,53
ASP asparaginska kislina 96 042 0,17 1,05 0,16 39,24
C-C cistin 96 043 0,02 1,30 0,28 64,69
GLN glutamin 96 491 1,26 11,92 2,33 4752
GLU glutaminska kislina 96 2,40 049 11,02 1,51 62,66
GLY glicin 96 0,12 0,04 025 0,04 37,55
HIS histidin 96 18,31 9,59 2947 530 28,93
HYP 4-hidroksiprolin 96 0,13 0,04 025 0,05 42,06
ILE izolevcin 96 6,75 0,00 12,54 2,07 30,71
LEU levcin 96 1,85 0,60 4,34 0,87 46,90
LYS lizin 96 5,76 2,55 993 1,85 3205
MET metionin 96 0,27 0,04 0,60 0,13 4648
PHE fenilalanin 96 1,67 022 6,03 091 54,86
PRO prolin 96 1,08 0,33 236 040 3741
SER serin 96 0,57 0,15 2,18 0,32 56,24
THR treonin 96 0,12 0,03 0,26 0,05 40,52
TRP triptofan 96 0,60 0,16 1,42 0,27 4444
TYR tirozin 96 10,74 0,11 21,80 4,80 44,69
VAL valin 96 0,72 0,05 1,70 0,35 48,79
skupne proste AK 96 56,31 3,34 96,16 24,57 43,64
peptidi (umol/g):

AAA o-aminoadipinska kislina 96 0,15 0,03 0,68 0,12 82,78
CIT citrulin (dipeptid) 96 0,36 0,09 2,18 0,25 6847
GABA y-amino-n-butri¢na kislina 96 0,05 0,01 0,23 0,05 87,03
GPR glicin-prolin (dipeptid) 9% 0,17 0,05 1,64 0,17 99,87
HLY y-Hidroksilizin 96 0,05 0,01 0,15 0,03 55,38
MHIS Metil-histidin 96 047 0,05 1,26 022 46,84
ORN ornitin (dipeptid) 96 043 0,05 1,61 027 62720
PHP prolin-hidroksiprolin (dipeptid) 96 0,65 0,13 2,80 0,57 87,38
TPR tiaprolin 96 0,02 0,01 0,06 0,01 5293

n — Stevilo obravnavanj; X — povpreéna vrednost; min — minimalna vrednost; max — maksimalna vrednost; so —
standardni odklon; KV (%) — koeficient variabilnosti.
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4.2.3 Vpliv miSice

Preglednica 11: Vpliv miSice na vrednost pH in vsebnost prostih aminokislin v zoreni
govedini (n=48)

miSica znacilnost vpliva
parameter TL TR SEM (P-vre dnol; )
vrednost pH 5,76% 5,74* 0,02 0,4749
aminokislina (umol/g):
ALA 2,97*  2.83% 0,34 0,7704
ARG 1,92*  2,05* 0,13 0,4929
ASN 0,47° 0,52* 0,02 0,0210
ASP 0,43 0,40° 0,02 0,2702
C-C 0,44* 043" 0,03 0,7382
GLN 4,67* 514" 026 0,2042
GLU 2,37 244% 0,18 0,7813
GLY 0,12 0,12* 0,01 0,8649
HIS 17,20° 19.41% 0,41 0,0003
HYP 0,13* 0,13 0,01 0,6258
ILE 6,46 7,04 0,23 0,0735
LEU 1,94° 1,75* 0,07 0,0584
LYS 5,99  553* 0,19 0,0886
MET 0,27* 027% 0,01 0,7075
PHE 1,71 1,62* 0,09 0,4648
PRO 1,04 1,12% 0,05 0,2827
SER 0,61* 0,54* 0,04 0,2152
THR 0,12 0,12* 0,01 0,6231
TRP 0,61* 060" 0,02 0,8096
TYR 11,15* 10,33* 0,38 0,1262
VAL 0,79 0,65° 0,04 0,0087
skupne proste AK 602° 524° 2,00 0,0485
peptidi (umol/g):
AAA 0,18* 0,12 b 0,01 0,0002
CIT 0,40 032* 0,03 0,0542
GABA 0,07 0,03° 0,00 <0,0001
GPR 0,17* 0,16 0,02 0,833
HLY 0,06* 0,04 b 0,00 <0,0001
MHIS 0,48 046" 0,02 0,4472
ORN 0,36 b 0,51* 0,03 0,0018
PHP 0,86* 0,45 b 0,04 <0,0001
TPR 0,02 0,02° 0,00 <0,0001

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znacilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.

Vrsta miSice (LL ali TB) na pH vrednost zorenega mesa ne vpliva znacilno (preglednica
11). Na vsebnost histidina ima vrsta miSice statisticno zelo visoko znacilen, na vsebnost
valina statisticno visoko znacilen ter na vsebnost asparagina statisticno znacilen vpliv.
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MiSica LL je vsebovala manj histidina in asparagina toda ve¢ valina v primerjavi z miSico
TB. Na vsebnost vseh ostalih prostih aminokislin vrsta miSice ne vpliva znacilno.

Na vsebnost peptidov, citrulina, glicin-prolina in metil-histidina vrsta miSice ne vpliva
znatilno, na ostale pa vpliva statisticno zelo visoko znalilno. Zorena miSica LL v
primerjavi s zoreno miSico TB vsebuje vec dipeptidov, izjema je le ornitin.

4.2.4 Vpliv spola

Spol Zivali ima na vrednost pH zorenega mesa statisticno zelo visoko znacilen vpliv.
Zoreno meso telic ima ve¢jo vrednost pH kot zoreno meso bikov (preglednica 12). Na
vsebnost prostih aminokislin in peptidov (arginin, asparagin, glutamin, glutaminsko
kislino, 4-hidroksiprolin, citrulin in y-amino-n-butricno kislino) v zorenem mesu spol
zivali vpliva statisticno zelo visoko znacilno. Na vsebnost ornitina spol vpliva statisticno
visoko znacilno, medtem ko na vse ostale proste aminokisline in peptide ne vpliva.
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Preglednica 12: Vpliv spola Zivali na vrednost pH in vsebnost prostih aminokislin v zoreni
govedini (n=48)

spol znacilnost vpliva
parameter P tolic SEM (P-yrednost)
vrednost pH 571°  579* 0,02 0,0004
aminokislina (umol/g):
ALA 2,81° 299 0,34 0,6983
ARG 227%  1,70° 0,13 0,0018
ASN 0,58* 0,40° 0,02 <0,0001
ASP 0,43*  041° 0,02 0,2947
Cc-C 0,41* 045" 0,03 0,3053
GLN 6,10° 3,71° 0,26 <0,0001
GLU 2,79 2,02° 0,18 0,0030
GLY 0,12* 0,11* 0,01 0,0993
HIS 18,3*  1831% 0,41 0,9939
HYP 0,14* 0,11° 0,01 0,0008
ILE 70 6,5 0,23 0,1214
LEU 1,87 1,82 0,07 0,5726
LYS 5,70°  581° 0,19 0,6798
MET 0,25* 0,29° 0,01 0,0637
PHE 1,75*  1,59* 0,09 0,2062
PRO 1,14*  1,03* 0,05 0,1018
SER 0,55* 0,60° 0,04 0,3231
THR 0,12 0,12* 0,01 0,7474
TRP 0,60° 0,61° 0,02 0,8154
TYR 10,77 10,71* 0,38 0,923
VAL 0,71 0,73* 0,04 0,6878
skupne proste AK 57,2%  554% 270 0,649
peptidi (umol/g):
AAA 0,15° 0,15* 0,01 0,7265
CIT 031° 041* 0,03 0,0394
GABA 0,06° 0,04° 0,00 0,0033
GPR 0,17 0,16* 0,02 0,6403
HLY 0,05* 0,05° 0,00 0,6247
MHIS 0,56* 038" 0,02 <0,0001
ORN 0,49* 038" 0,03 0,0162
PHP 0,64 0,67° 0,04 0,5986
TPR 0,02°  0,02° 0,00 0,2383

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znacilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.
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4.2.5 Vpliv ¢asa zorenja

Preglednica 13: Vpliv ¢asa zorenja na vrednost pH in vsebnost prostih aminokislin v goveji
miSici LL (n=24)

zorenje (dni) znacilnost vpliva

parameter > - 1 58 SEM (P-vrednost)
vrednost pH 567° 578" 587%° 572 0,03 0,0063
aminokislina (umol/g):

ALA 1,62° 263" 287* 476* 0,68 <0,0001
ARG 0,81° 1,13° 221% 354 025 <0,0001
ASN 0,39° 041° 054* 0,52* 0,03 0,0115
ASP 0,25°  033° 048 0,66 0,03 <0,0001
C-C 0,19 0,28 0,55 0,74 0,05 <0,0001
GLN 4,14*  453% 494 508 0,52 0,6728
GLU 1,51 1,65° 2,83% 349%% 036 <0,0001
GLY 0,11* 0,12* 0,13* 0,12* 0,01 0,5469
HIS 12,59 1521° 18,78° 2222% 0,83 <0,0001
HYP 0,09° 0,11 0,12° 0,18* 0,01 <0,0001
ILE 508 567"  6,80° 829 0,46 0,0022
LEU 1,26 1,29° 220° 3,03 0,14 <0,0001
LYS 482° 480° 621° 812* 038 <0,0001
MET 0,15 020° 030° 042* 0,02 <0,0001
PHE 1,14° 128 1,70° 2,74* 0,17 <0,0001
PRO 0,81° 082" 1,23* 1,32* 0,10 0,0007
SER 0,34° 0,39 0,63° 1,06° 0,07 <0,0001
THR 0,08° 0,10° 0,14 0,14* 0,01 <0,0001
TRP 0,37° 046° 0,61° 0,98* 0,05 <0,0001
TYR 6,41°  772° 12,68° 17.81* 0,76 <0,0001
VAL 0,54° 051° 093° 1,17° 0,07 <0,0001
skupne proste AK 40,5°  46,7° 67,0° 86,5* 5,5 <0,0001
peptidi (umol/g):

AAA 0,08 0,12 0,19° 0,34° 0,02 <0,0001
CIT 0,28° 029" 042%™ 0,63* 0,06 0,0176
GABA 0,03 0,06 0,08® 0,12° 0,01 0,0006
GPR 0,09° 0,09° 0,17® 0,33* 0,04 0,0200
HLY 0,04° 0,04 0,06° 0,09 0,01 <0,0001
MHIS 0,31> 039° 056* 0,67 0,05 <0,0001
ORN 0,30°  036° 034" 045* 0,06 0,0055
PHP 0,42° 054> 057° 191* 0,08 <0,0001
TPR 0,01° 0,01° 0,03 0,04* 0,00 <0,0001

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znalilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znadilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.
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Preglednica 14: Vpliv ¢asa zorenja na vrednost pH in vsebnost prostih aminokislin v goveji
miSici TB (n=24)

parameter zorenje (dni) SEM znacilnost vpliva
2 7 14 28 (P-vrednost)
vrednost pH 564° 576 581 575" 0,03 <0,0001
aminokislina (pmol/g):
ALA 1,95° 2,52° 344> 3417 0,68 <0,0001
ARG 1,26 1,38* 2,14° 340* 0,25 <0,0001
ASN 0,46* 0,50* 0,53% 0,60 0,03 0,1709
ASP 0,33°  0,33° 042° 0,54* 0,03 <0,0001
Cc-C 0,16 0,32° 047° 0,77* 0,05 <0,0001
GLN 3,50°  4,13°  6,57* 636° 0,52 0,0013
GLU 1,95°  1,60° 245® 376° 0,36 0,0156
GLY 0,13 0,09* 0,13* 0,13* 0,01 0,0251
HIS 14,92° 16,06° 20,62° 26,04* 0,83 <0,0001
HYP 0,10° 0,13° 0,11° 0,17° 0,01 0,0055
ILE 525 6,75 7,16 9,01* 046 <0,0001
LEU 1,12 1,19° 1,83 286° 0,14 <0,0001
LYS 456° 447 5,78 730° 0,38 <0,0001
MET 0,17° 0,20° 034* 038° 0,02 <0,0001
PHE 0,92 1,00 1,58° 290° 0,17 <0,0001
PRO 0,96 0,95° 1,11° 1.45* 0,10 0,0007
SER 0,46 042° 0,56° 0,74* 0,07 <0,0001
THR 0,09° 0,10 0,13 0,16 0,01 0,0004
TRP 0,41° 042° 068 088% 0,05 <0,0001
TYR 6,34° 788 11,48 1561° 0,76 <0,0001
VAL 0,48° 0,48° 0,65 1,01* 0,07 <0,0001
skupne proste AK 39,5° 399 63,8 66,5° 55 0,0054
peptidi (umol/g):
AAA 0,07° 0,06° 0,10° 023* 0,02 <0,0001
CIT 0,25° 0,29 034 040° 0,06 0,0018
GABA 0,02° 0,03° 0,03° 006° 0,01 0,0002
GPR 0,10° 0,13° 0,19° 024* 0,04 <0,0001
HLY 0,02° 0,04 0,04° 0,06* 0,01 <0,0001
MHIS 0,35  0,40° 048%™ 0,59* 0,05 0,0293
ORN 0,31> 046° 080° 045* 0,06 0,0015
PHP 0,31° 033" 039" 0,76° 0,08 <0,0001
TPR 0,01° 0,02 0,02° 0,02* 0,00 <0,0001

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znacilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.

Cas zorenja statisti¢no zna¢ilno vpliva na vrednost pH obeh misic, LL in TB (preglednici
13 in 14). Vrednost pH se je med zorenjem povecevala, proti koncu zorenja pa je vrednost
pH padla.
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Cas zorenja statisti¢no zna¢ilno vpliva na vsebnost skoraj vseh prostih aminokislin in
dipeptidov, tako v LL kot TB miSici. Statisticno ne vpliva samo na vsebnost glutamina in
glicina v miSici LL. Vsebnost glutamina je bila okrog 4,67 pmol/g in vsebnost glicina
okrog 0,12 pmol/g (preglednica 13). Vsebnost skupnih prostih aminokislin se je med
28-dnevnim zorenjem povecala iz 40,5 umol/g na 86,5 pumol/g.

Cas zorenja misice TB ne vpliva samo na vsebnost asparagina, ki ga je v povpreéju 0,52
umol/g, na ostale proste aminokisline pa vpliva znalilno (preglednica 14). Vsebnost
skupnih prostih aminokislin se je med 28-dnevnim zorenjem povecala iz 39,5 pmol/g na
66,5 umol/g.

4.3 INSTRUMENTALNO IZMERJENI PARAMETRI BARVE IN TEKSTURE
4.3.1 Osnovni statisti¢ni parametri

V preglednici 15 so zbrani rezultati meritev barve in reoloskih lastnosti — rezne trdnosti
razli¢no zorene goveje miSice LL in TB. Z izjemo vrednosti L" so vsi parametri dokaj
variabilni, kar je posledica predvsem vpliva vrste miSice, spola zivali, zorenja pa tudi vpliv
posamezne zivali ni zanemarljiv (P-vrednosti niso prikazane).

Preglednica 15: Rezultati instrumentalno izmerjenih parametrov barve in teksture zorenih
govejih miSic LL in TB z izraCunanimi osnovnimi statisticnimi parametri

instrumentalna analiza parameter n X min max so KV (%)

barva vrednost L’ 144 39,6 31,7 43,7 2,5 6.3
vrednost a’ 144 21,8 13,1 28,0 3.2 14,7
vrednost b’ 144 11,2 48 17,1 23 20,8

tekstura rezna trdnost (N) 192 40,5 16,8 83,1 13,3 32,8

n — Stevilo obravnavanj; X - povpreéna vrednost; min — minimalna vrednost; max — maksimalna vrednost; so —
standardni odklon; KV (%) — koeficient variabilnosti.

4.3.2 Vpliv miSice

Vrsta miSice statisticno zelo visoko znacilno vpliva na instrumentalno izmerjeno barvo in
teksturo le-teh. MiSica TB je v primerjavi z LL bolj rdeca (vi§ja vrednost a ) in rumena
(vi$ja vrednost b ) ter mehkejsa (preglednica 16).

Preglednica 16: Vpliv miSice na instrumentalno izmerjene parametre barve in teksture
zorene govedine (n=48)

instrumentalna miSica znacilnost vpliva
. parameter —— SEM
analiza LL TB (P-vrednost)
barve vrednost L" 39.6* 39,7 0,2 0,7398
vrednost a” 20,3 b 232% 02 <0,0001
vrednost b’ 10,5° 11,9* 02 <0,0001
teksture rezna trdnost (N) 44,5* 36,4 b 1,1 <0,0001

n — Stevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisticno zelo visoko znacilen vpliv; P > 0,05
statisti¢no neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v indeksu se med seboj statisticno znacilno ne razlikujejo.
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4.3.3 Vpliv spola

Spol zivali statisticno zelo visoko znacilno vpliva na instrumentalno izmerjeno barvo mesa,
na instrumentalno izmerjeno teksturo mesa pa ne. Meso bikov je svetlejSe, bolj rdece in
rumeno v primerjavi z mesom telic (preglednica 17).

Preglednica 17: Vpliv spola Zivali na instrumentalno zmerjene parametre barve in teksture
zorene govedine (n=48)

instrumentalna spol znacilnost vpliva
. parameter — - SEM
analiza biki telice (P-vrednost)
barve vrednost L 40,8° 385° 02 <0,0001
vrednost a’ 22,6 209° 02 <0,0001
vrednost b’ 11,8 10,5 02 <0,0001
teksture rezna trdnost (N) 40,1* 40.8" 1,1 0,6629

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znacilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.

4.3.4 Vpliv zorenja

Iz preglednice 18 je razvidno, da zorenje na instrumentalno izmerjene parametre barve
vpliva statistino zelo visoko znacilno. Obe miSici sta med zorenjem postajali svetlejsi,
bolj rdeci in rumeni. Zorenje statisticno zelo visoko znacilno vpliva tudi na rezno trdnost
toplotno obdelanih miSic LL in TB. Rezna trdnost se s ¢asom zmanjSuje, kar pomeni da se
misici mehcata. Najbolj se je zmehc¢ala miSica LL (za 40 %), medtem ko se je miSica TB
zmehcala za 22 %. Rezna trdnost se je pri miSici LL pomembno znizala po 14-ih dneh
zorenja, pri miSici TB pa se je rezna trdnost pomembno znizala po 28-ih dneh zorenja.

Preglednica 18: Vpliv ¢asa zorenja na na instrumentalno izmerjene parametre barve in
teksture zorene govedine (n=48)

miSica instr.umentalna parameter zorenje (dni) SEM znacilnost vpliva

analiza 2 7 14 28 (P-vrednost)
barve vrednost L’ 37,9° 39,5™ 404" 40.6° 0,5 0,0087

B vrednost a_ 17,8° 20,3* 20.9* 22,1 0,5 0,0002

— vrednost b’ 8,8 10,7° 10.8* 11,6 04 0,0021
teksture rezna trdnost (N) 56,9° 50,0° 37,4° 33,7° 2.1 <0,0001
barve vrednost L 38,2° 39.7* 40,0* 40,8" 0,5 0,0008

m vrednost a’ 21,19 22.1° 243" 254* 0,5 <0,0001

&= vrednost b’ 9,9° 11,5° 12,7*° 13,4* 04 <0,0001
teksture rezna trdnost (N) 38,4* 39.0° 38,7° 29,8" 2.1 0,0010

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znadilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znadilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.
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44 SENZORICNE LASTNOSTI
4.4.1 Osnovni statisti¢ni parametri

Med senzori¢nimi lastnostmi toplotno obdelanega mesa je za potroSnika brez dvoma
najpomembnej$a mehkoba, zato smo jo tudi v naSem poskusu izbrali kot poglavitno merilo
senzori¢ne kakovosti po razlicnih obdobjih zorenja. Rezultati senzori¢nega ocenjevanja so
podani v preglednici 19.

Preglednica 19: Rezultati ocenjevanja senzori¢nih lastnosti zorenih govejih miSic LL in TB z
izraCunanimi osnovnimi statisticnimi parametri

parameter n X min max so KV (%)

barva (1-7 tocke) 144 43 20 65 1,0 24,0

mehkoba (1-4-7 tocke) 144 40 10 65 1,5 37,4

socnost (1-7 tocke) 144 57 45 6,5 04 7,7

vonj (1-7 tocke) 144 55 45 65 05 87

aroma (1-7 tocke) 144 55 45 6,5 0.5 9,3
n — $tevilo obravnavanj; X — povpreéna vrednost; min — minimalna vrednost; max — maksimalna vrednost; so —
standardni odklon; KV (%) — koeficient variabilnosti.

Najvecji variabilnosti sta pri senzori¢ni oceni mehkobe in barve (37,4 % in 24 %), pri
ostalih senzori¢nih lastnostih je okoli 10 %.

4.4.2 Vpliv miSice

Vrsta miSice statisticno visoko znacilo vpliva na mehkobo, vonj in aromo zorenega mesa
(preglednica 20). Zorena miSica TB je bila mehkejSa v primerjavi z LL, imela pa je tudi
izrazitej$i vonj in aromo zrelega govejega mesa. V barvi sta se miSici znacilno razlikovali,
medtem ko se v so¢nosti nista.

Preglednica 20: Vpliv miSice na senzori¢ne lastnosti zorene govedine (n=48)

miSica znacilnost vpliva
parameter <L 1B SEM (P-vre anI; t)
barva (1-7 tocke) 42° 44* 0,1 0,0650
mehkoba (1-4-7 tocke) 3,8° 42° 0,1 0,0052
so¢nost (1-7 tocke) 57* 58 0,1 0,5770
vonj (1-7 todke) 54° 55 0,0 0,0023
aroma (1-7 tocke) 54° 56° 0,0 <0,0001

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znadilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znacilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.
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4.4.3 Vpliv spola
Spol (preglednica 21) statisticno zelo visoko znacilno vpliva na barvo in mehkobo, na
ostale senzori¢ne lastnosti pa ne. Zoreno meso bikov ima bolj intenzivno barvo v

primerjavi s mesom telic, meso telic pa je mehkejSe od mesa bikov.

Preglednica 21: Vpliv spola Zivali na senzoricne lastnosti zorene govedine (n=48)

spol znacilnost vpliva
lastnost biki telice SE (P-vrednost)
barva (1-7 tocke) 45 41° 0,1 0,0012
mehkoba (1-4-7 tocke) 3,8° 42% 0,1 0,0092
socnost (1-7 to¢ke) 58 57* 0,1 0,5770
vonj (1-7 tocke) 54 55 0,0 0,3019
aroma (1-7 tocke) 55 54* 00 0,4214

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znacilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.

4.4.4 Vpliv zorenja

Iz preglednice 24 je razvidno, da zorenje statisticno zelo visoko znacilno vpliva na vse
senzori¢no ocenjene lastnosti, razen na so¢nost.

Preglednica 22: Vpliv ¢asa zorenja na senzoric¢ne lastnosti zorene govedine (n=48)

zorenje (dni) znacilnost
lastnost / miSica SEM vpliva
2 7 14 28 (P-vrednost)

LL
barva (1-7 tocke) 40° 34> 41° 52 02 <0,0001
mehkoba (1-4-7 tocke)  1,7° 3,5 47° 54 02 <0,0001
so¢nost (1-7 tocke) 57 56 59  57° 0,1 0,4242
vonj (1-7 tocke) 49° 51° 56 59° 0,1 <0,0001
aroma (1-7 tocke) 50 54°¢ 58° 6,1° 0,1 <0,0001

TB
barva (1-7 tocke) 39° 39° 44 53* 02 <0,0001
mehkoba (1-4-7 tocke)  32°  42°  40° 54 02 <0,0001
so¢nost (1-7 tocke) 58 56 58 59° 0,1 0,3756
vonj (1-7 tocke) 49° 53 57" 61° 0,1 <0,0001
aroma (1-7 tocke) 500 54° 58 61 0,1 <0,0001

n — §tevilo vzorcev; SEM — standardna napaka ocene; P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znadilen vpliv; P < 0,01 statisti¢no
visoko znadilen vpliv; P < 0,05 statisti¢no znacilen vpliv; P > 0,05 statisticno neznacilen vpliv; skupine z enako ¢rko v
indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo.

Iz preglednice lahko opazimo, da se barva med 4-tedenskim zorenjem izboljsa za 1,2 tocke
pri LL, pri TB pa za 1,4 tocke. Barva postane bistveno bolj svetla in izrazita. Med
zorenjem se mocno izboljSa mehkoba miSice LL, za 3,7 toCke. Medtem ko se mehkoba
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miSice TB izboljsa le za 2,2 tocki. Mehkoba se je pri miSici LL. pomembno izboljsala po
14-ih dneh zorenja, pri miSici TB pa po 28-ih dneh zorenja. Po koncu zorenja sta obe
misici enako mehki (5,4 tocke). So¢nost se pri obeh miSicah z zorenjem ne spreminja.
Vonj in aroma pa se z zorenjem izboljSata, prva opaznejSa sprememba je ze po 7-ih dneh,
vendar se z nadaljnjim zorenjem Se izboljSujeta.

4.5 KORELACIJSKA ANALIZA

Preglednica 23: Pearsonovi korelacijski koeficienti med senzori¢no ocenjenim vonjem in
aromo pecene govedine ter prostimi aminokislinami

parameter vonj  aroma _
ALA 0,437 0417
ARG 0,68 0,68
ASN 0,35" 0,40
ASP 0,60 0,68
C-C 0,757 0,69
GLN 0,34" 0,33"
GLU 0,647 0,63
GLY 0,15 0,11
HIS 0,76 0,71
HYP 0,477 0,517
ILE 0,717 0,74
LEU 0,78 0,76
LYS 0,66 0,65
MET 0,83 0,82
PHE 0,73 0,717
PRO 0,51 0,517
SER 0,577 0,54
THR 0,607 0,627
TRP 0,79 0,76
TYR 0,86 0,84
VAL 0,71 0,70™
skupne proste AK 0,67 0,66
AAA 0,54 0,52
CIT 0,35" 0,33"
GABA 0,42 0,40
GPR 0,52 0,517
HYL 0,58 0,517
MHIS 0,457 044
ORN 0,31 0,34
PHP 0,52 047
TPR 0,52 0,50

sk ET] *
P <0,001 statisti¢no zelo visoko znacilno; P < 0,01 statisticno visoko znacilno; P < 0,05 statisti¢no znacilno.
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Iz preglednice 23 je razvidno, da se predvsem s poviSanjem vsebnosti prostih aminokislin
izboljSata tako vonj kot aroma pecene govedine, kar za dipeptide ne moremo trditi
(korelacijski koeficienti pod 0,50). Na izboljSanje vonja vplivajo naslednje proste
aminokisline: histidin, levcin, metionin, triptofan in tirozin. Na izboljSanje arome pa
vplivajo naslednje proste aminokisline: levcin, metionin, triptofan in tirozin.

Preglednica 24: Pearsonovi korelacijski koeficienti med senzori¢no ocenjeno barvo presne in
mehkobo pecene govedine ter instrumentalno izmerjenimi parametri barve
in teksture.

parameter barva  mehkoba
vrednost L 0,63
vrednost a’ 0,63***
vrednostb 0,65
rezna trdnost -0,65""

Pearsonovi korelacijski koeficienti med senzoricno ocenjeno barvo presne in mehkobo
pecene govedine ter instrumentalno izmerjenimi parametri barve in teksture, kazejo na to,
da so rezultati dobljeni pri senzori¢ni analizi primerljivi z instrumentalno izmerjenimi
parametri (preglednica 24). Visje kot so L'a b" vrednosti barve, vi§jo oceno dobi vzorec pri
senzoricnem ocenjevanju. BoljSa kot je senzori¢no ocenjena mehkoba, manjsa sila je
potrebna za prerezanje vzorca.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Med zorenjem v miSi¢nini poteka eden od najpomembnejSih biokemicnih procesov t.j.
encimska razgradnja beljakovin miSi¢nih vlaken ali proteoliza. Proteoliza je svojevrstno
nadaljevanje delovanja miSi¢nih proteoliticnih encimov Se v cCasu Zivljenja zivali.
Najnovejse raziskave potrjujejo omejen obseg proteolize v mesu. Poteka le na nekaterih
specificnih toCkah. Zaradi tega razpadejo doloCeni kompleksi v miSi¢ni strukturi, kar
izboljSa mehkobo (razpad ¢rte Z, izguba troponina T, I in tezke miozinske verige,
povecanje koncentracije proteinov molske mase od 28 do 34 kD). K mehkobi mesa
prispevajo tudi komponente vezivnega tkiva, predvsem zaradi moZznih finih poskodb
pravilne in kompleksne strukture (Cassens, 1994). Nekatere biokemijske spremembe, ki se
dogajajo v mesu med zorenjem, so bile vkljuene v naso raziskavo.

Raziskava je bila zasnovana na:

— doloc¢anju osnovne kemijske sestave govejih miSic LL in TB (vsebnost vode, mascob,
beljakovin in pepela);

— dolocanju prostih aminokislin in peptidov z visokoloc¢ljivostno tekocinsko
kromatografijo (HPLC) v kombinaciji z masnim detektorjem;

— merjenju vrednosti pH v ekstraktu;

— senzoricnem ocenjevanju barve, mehkobe, soCnosti, vonja in arome v vseh obdobjih
zorenja toplotno pripravljenega mesa;

— merjenju barve presne miSice z aparatom Minolta v CIE L',a",b sistemu po predhodni
oksigenaciji (1 h pri 3 °C) v vseh obdobjih zorenja ter

— merjenju teksture (merjenje rezne trdnosti z aparatom Texture analyser) na do
srediS¢ne temperature 58 °C toplotno obdelanih in ohlajenih vzorcih.

Osnovna kemijska sestava

Ugotovili smo, da goveja miSica LL v povprecju vsebuje 22,5 g/100g beljakovin, 2,6
g/100g mascob, 1,2 g/100g pepela in 73,9 g/100g vode. Goveja miSica TB pa v povprecju
vsebuje 22,1 g/100g beljakovin, 2,9 g/100g mascob, 1,3 g/100g pepela in 73,3 g/100g
vode. Meso telic v primerjavi s mesom bikov vsebuje vec pepela in mas¢ob ter manj vode
in beljakovin. Osnovna kemijska sestava je bila narejena na presnem mesu, saj se sestava
med zorenjem ne spremeni (Jeretina, 2004). Pred analizo smo odstranili vso vidno
mascobo in dele vezivnega tkiva, tako da rezultati prikazujejo osnovno kemijsko sestavo
pustega govejega mesa. Rezultati se ujemajo z ugotovitvami Absca (2005), ki je ugotovil,
da miSica LL (govedo lisaste pasme slovenskega porekla) v povprecju vsebuje 73,8 g/100g
vode, 22,3 g/100g beljakovin, 2,8 g/100g mascob in 1,2 g/100g pepela ter Marina (2000),
ki je ugotovil da miSica TB (govedo lisaste pasme slovenskega porekla) v povprecju
vsebuje 75,3 g/100g vode, 21,0 g/100g beljakovin, 4,2 g/100g mascob in 1,2 g/100g
pepela.

Aminokislinska sestava

Koncentracija prostih aminokislin se z zorenjem govejega mesa povecuje. Te spremembe
so posledica delovanja razlicnih endogenih proteinaz, oligopeptidaz in aminopeptidaz. V
zacetni fazi delujejo predvsem kalpaini, ki imajo pH optimum v nevtralnem obmocju
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(Feidt in sod., 1998). Po znizanju pH in avtolizi lizosomov pa za¢nejo delovati predvsem
katepsini in druge aminopeptidaze. Posledica delovanja proteoliticnih encimov je
povecanje vsebnosti prostih aminokislin. Koli¢ina aminokislin in njihova sestava sta
odvisni od pogojev, katerim je meso podvrzeno, vendar se vsebnost prostih aminokislin
povecuje predvsem v zacetni stopnji zorenja (prvih 10 dni) pri 4 °C. Tudi razgradnja
kolagena se zacne po desetem dnevu zorenja, ko se poveca vsebnost hidroksiprolina
(Hypro) (Feidt in sod., 1996). Vsebnost vseh prostih aminokislin razen glutamina linearno
narasca s ¢asom zorenja, na zacetku je vsebnost vseh prostih aminokislin 19,75 pmol/g po
dveh tednih zorenja naraste na 29,94 umol/g, po Stirih tednih zorenja pri 1 °C pa doseze
38,46 umol/g (Polak, 2003).

Nasi rezultati se delno ujemajo s literaturo. Vsebnost prostih aminokislin se je pri misici
LL med zorenjem povecala iz 40,5 umol/g na 86,5 pumol/g. Spreminjala se nista le
vsebnosti glutamina in glicina. Vsebnost glutamina je bila okrog 4,67 pumol/g miSice,
vsebnost glicina pa okrog 0,12 umol/g miSice. Pri miSici TB se je med zorenjem vsebnost
prostih aminokislin povecala iz 39,5 pumol/g na 66,5 umol/g. Spreminjala se ni samo
vsebnost asparagina, miSica ga je ves ¢as zorenja vsebovala okrog 0,52 pmol/g.

Zorena miSica LL je vsebovala manj histidina in asparagina toda ve¢ valina v primerjavi s
zoreno miSico TB. Na vsebnost vseh ostalih prostih aminokislin vrsta miSice ne vpliva.
Zorena miSica LL je v primerjavi s zoreno miSico TB vsebovala vec peptidov.

Polak (2003) je dolocal vsebnost prostih aminokislin presnih vzorcev govejih miSic LL z
ionsko izmenjevalno tekoCinsko kromatografijo. Koeficienti variabilnosti so bili v vseh
primerih pod 10 %, razen pri cisteinu, kjer je bil enak 10 %. Nizki koeficienti variabilnosti
so kazali na dobro ponovljivost metode. Mi smo naklju¢no izbran presen in nezoren vzorec
Sestkrat analizirali, ter ugotovili, da se koeficienti variabilnosti gibajo od 0,5 % pri
izolevcinu, do 31,7 % pri GABA (preglednica 9). Ponovljivost je bila slabSa pri prostih
aminokislinah in peptidih, ki so bili prisotni v vzorcu v majhnih koli¢inah (do 10 nmol/g
vzorca), le-teh pa Polak (2003) ve¢inoma ni dolocal, razen glicina in treonina.

Na osnovi rezultatov doloCanja ponovljivosti med paralelkami lahko zaklju¢imo, da je
priprava vzorcev z kompletom EZ: faast For Free Physiological Amino Acid Analysis by
LC — MS (Phenomenex, ZDA) primerna za dolocanje vsebnosti prostih aminokislin in
peptidov zorenega mesa. Ponovljivost je slabsa le pri prostih aminokislinah in peptidih, ki
so prisotni v vzorcu v majhnih koli¢inah (do 10 nmol/g vzorca).

vrednost pH

Vrednost pH v zivih miSicah je rahlo alkalna (7,3 - 7,5), takoj po zakolu se zacne znizevati
kopic¢enja mlecne kisline, nastale z encimsko razgradnjo glikogena. To zakisanje je
zazeljeno, saj zavira bakterijski kvar mesa, ustvarja pravs$nje razmere za razvoj normalne
kakovosti miSi¢nine in za zorenje ter prispeva k normalnemu temeljnemu okusu mesa
(Bucar, 1997).

Ugotovili smo, da se je vrednost pH med zorenjem v obeh miSicah povecevala, proti koncu
zorenja pa se je vrednost pH znizala. MiSica LL je imela po dveh dneh zorenja pH 5,67, po
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sedmih dneh 5,78, po Stirinajstih dneh 5,87, po Stirih tednih pa se je vrednost pH rahlo
znizala, na 5,72. pH vrednost miSice TB se je tekom zorenja podobno spreminjala. MiSica
je imela po dveh dneh zorenja pH 5,64, po sedmih dneh 5,76, po Stirinajstih dneh 5,81, po
stirih tednih pa se je pH vrednost rahlo znizala na 5,75. Meritve se ujemajo z ugotovitvijo
Jeretinove (2004), ki ugotavlja, da se z zorenjem vrednost pH miSice LL spreminja, z
zacetne vrednosti 5,71 naraste na 5,80 in se nato z nadaljnjim zorenjem nekoliko zniza, na
vrednost 5,78.

Senzori¢na ocena

Barva, mehkoba, vonj in aroma se med 28-dnevnim zorenjem miSic LL in TB znacilno
1zboljSajo, soCnost ostane nespremenjena. Med zorenjem se mehkoba pri misici LL najbol;j
spremeni, mehkoba se izboljSa za 3,7 toCke. Medtem, ko se mehkoba pri TB izboljsa le za
2,2 tocki. Mehkoba se je pri misici LL, pomembno povecala po 14 dneh zorenja, pri miSici
TB pa po 28 dneh zorenja. Po koncu zorenja sta obe miSici enako mehki (5,4 tocke).

Zoreno govejo miSico LL je ocenjeval tudi Cifuni in sod. (2004). Dobili so podobne
rezultate, saj se so¢nost med zorenjem (od 8 do 15 dni) ni spremenila (6,3 tocke), mehkoba
se je povecala (iz 6,0 na 6,5 tocke) in tudi aroma se je izboljsala (iz 5,6 na 6,0 tocke). To
predvsem posledica proteoliticnih encimov, ki razgradijo beljakovine do peptidov in
aminokislin. Zaradi lipoliticnih encimov se med zorenjem izboljSujeta vonj in aroma mesa,
medtem ko so¢nost ostaja enaka.

Barva mesa

Instrumentalno izmerjena barva mesa se s Casom zorenja spreminja: miSici sta postali
R e * . .- o N . . e *

svetlejsi (visja vrednost L), bolj rdeci (visja vrednost a ) in bolj rumeni (visja vrednost b ).

Boakye in Mittal (1996) sta opazovala barvo 16 dni zorenega govejega mesa (longzsszmus
lumborum). Ugotovila sta, da se Vrednost L" zvisala iz 29,0 na 34,6, vrednost a  se je
povecala iz 16,2 na 17,2 in vrednost b iz 9,5 na 11,3. Ce te rezultate primerjamo z nasimi,
vidimo, da se tako kot pri nasem poskusu povecujejo vsi parametri barve.

Misica TB je bila v primerjavi s LL bolj rdeta (vi§ja vrednost a” za 2,9) in rumena (vi§ja
vrednost b za 1,4), svetlost je bila enaka (vrednost L ') (preglednica 16).

Absec (2005) je ugotovil, da je barva miSice LL telic svetlejSa, bolj rdeCa in rumena, kot
pri bikih, ne glede na obdobje zorenja. Nase ugotovitve za miSici LL in TB so v nasprotju,
kar je Absec (2005) ugotovil za miSico LL.

Zoreno meso (misici LL in TB) bikov je svetlejSe, bolj rdece in rumeno v primerjavi z
zorenim mesom telic (preglednica 18).

Rezna trdnost

Stopnjo mehkobe pecenega govejega mesa smo dolocili tudi z merjenjem rezne trdnosti.
Rezna trdnost se med zorenjem zmanjSuje, Jeremiah in Gibson (2003) sta priSla do
podobnih rezultatov v zorjeni govedini. Rezna trdnost se je najbolj zmanjsala pri misici LL
za 40 % (na 33,7 N), medtem ko se je pri miSici TB zmanjsala le za 22 % (na 29,8 N).
Rezna trdnost se je pri misici LL, pomembno znizala po 14-ih dneh zorenja (iz 56,9 N na
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37,4 N), pri miSici TB pa se je rezna trdnost pomembno znizala po 28-ih dneh zorenja (iz
38,4 N na 29,8 N). Torej za zagotovitev optimalne mehkobe miSice LL, zadostuje dva
tedna zorenja, medtem, ko je potrebno miSico TB zoriti dlje (4 tedne).

Odbiranje za zorenje miSic LL in TB samo bikov ali samo telic ni smiselno, saj ima spol
zivali neznacilen vpliv na instrumentalno izmerjeno teksturo mesa.
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5.2 SKLEPI

Iz navedenih rezultatov in komentarjev naloge bi lahko podali naslednje sklepe:

— Nezorena goveja miSica LL je v povpre€ju vsebovala 22,5 g/100g beljakovin, 2,6 g/100g
mascob, 1,15 g/100g pepela in 73,9 g/100g vode. Goveja misica TB pa je v povprecju
vsebovala 22,1 g/100g beljakovin, 2,9 g/100g mascob, 1,28 g/100g pepela in 73,3
g/100g vode.

— Povprecna vrednost pH govejih miSic LL in TB je bila 2 dni post mortem 5,67 in se
med 28-dnevnim zorenjem ni statisti¢no znacilno povecala.

— Uporabljena HPLC metoda za dolocanje vsebnosti prostih aminokislin in peptidov je
dala zadovoljive rezultate (KV od 0,5 % pri izolevcinu, do 31,7 % pri y-mino-n-
butri¢ni kislini).

— Vsebnost vseh prostih aminokislin in peptidov se je v presnem govejem mesu med
zorenjem povecala (izjema so asparagin pri LL ter glutamin in glicin pri TB).

— Vsebnost skupnih prostih aminokislin v goveji miSici LL 2 dni post mortem je bila 40,5
umol/g, po 14-dnevnem zorenju se je poveCa na 67 umol/g oziroma na 86,5 umol/g po
28-dnevnem zorenju. Tudi vsebnost nekaterih dipeptidov se je med 28-dnevnim zorenjem
mocno povecala (npr. o-aminoadipinska kislina in prolin-hidroksiprolin za 4-krat).

— Vsebnost skupnih prostih aminokislin v goveji miSici TB 2 dni post mortem je bila
39,5 umol/g, med 7-im in 14-im dnem se je povecala na 63,8 umol/g, nato ostala
nespremenjena. Tudi vsebnost nekaterih dipeptidov se je med 28-dnevnim zorenjem mocno
povecala (cca 3-krat).

— Vsebnost prostih aminokislin v miSici LL je bila 60,2 umol/g, zna¢ilno ve¢ja kot v miSici
TB 52,4 umol/g; LL je vsebovala znaéilno ve¢jo vsebnost valina kot miSica TB.

— Spol ni vplival na vsebnost skupnih prostih aminokislin, kljub temu je bilo v zorenem
mesu bikov znacilno ve¢ prostega arginina, asparagina, glutamina, glutaminske kisline
in hidroksiprolina ter nekaterih peptidov kot v mesu telic.

— Rezna trdnost toplotno obdelanih vzorcev se med zorenjem zmanjSevala. Rezna trdnost
je bila pri miSici LL 2 dni post mortem 56,9 N in se je v 14-ih dneh zorenja zmanjsala
za 40 %, pri miSici TB pa 38,4 N in se je po 28-ih dneh zmanjSa za 33 %. Razlike v
rezni trdnosti med miSicama so bile znacilne, razlike med mesom bikov in telic pa
neznacilne.

— 'V 28-ih dneh zorenja je barva miSic postala svetlejSa (visja vrednost L*), bolj rdeca
(vi§ja vrednost a ) in bolj rumena (vija vrednost b’). Barva mesa bikov je bila po eno
urni oksigenaciji pri 3 °C svetlej$e in intenzivnejie barve (zna&ilno visje L'ab"
vrednosti) kot meso telic. Misica TB je imela intenzivnej$o barvo (zna¢ilno vi§ji a  in
b vrednosti) kot miSica LL, kar potrjuje tudi senzori¢na ocena barve.
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— Barva, mehkoba, vonj in aroma so se med 28-dnevnim zorenjem znacilno izboljsali,
socnost je ostala nespremenjena.

— Mehkoba goveje miSice LL 2 dni post mortem je bila slaba (1,7 tocke) in se je med
14-im in 28-im dnevom zorenja izboljSala na sprejemljivo mehkobo (5 tock). Mehkoba miSice
TB se je iz 3,2 tocke izboljsala na 5,4 tocke Sele po 28-tih dneh zorenja. V povprecju je bilo
meso bikov mehkej$e kot meso telic ter miSica LL mehkejsa kot miSica TB.

— Vonj in aroma goveje miSice LL 2 dni post mortem sta bili primerni (4,9 oz. 5,0 tocke)
in se v 14-ih dneh zorenja znacilno izboljsata (5,6 oz. 5,8 tock), najboljsa pa sta bila po 28-ih
dneh. Enako velja za miSico TB. Meso bikov in telic se v vonju in aromi ni razlikovalo, v
povprecju pa je bila miSica TB znacilno boljSega vonja in okusa kot misica LL.

— Med zorenjem so potekle na mehkobi pri miSici LL najvecje spremembe, mehkoba se
je izboljSala za 3,7 tocke. Medtem, ko se mehkoba pri TB izboljsala le za 2,2 tocki.
Mehkoba se je pri miSici LL, pomembno zvisala po 14 dneh zorenja, pri miSici TB pa
po 28 dneh zorenja. Po koncu zorenja sta obe miSici bili enako mehki (5,4 tocke).

— NajtesnejSa povezava med vonjem in aromo govejega mesa je bila z vsebnostjo prostih
aminokislin (R2 > 0,75), kot so histidin, levcin, metionin, triptofan in tirozin. Povezava
s peptidi je bila ohlapna.

— Za zagotovitev celotne senzoricne kakovosti miSice LL je zadostovalo dva tedna
zorenja, medtem, ko je bilo potrebno miSico TB zoriti dlje (4 tedne).

— Razlike v opazovanih kakovostnih parametrih mesa bikov in telic so bile sicer opazene
in v nekaterih primerih tudi znacilne (barva), vendar so za razmere v proizvodnji
premajhne, tako da menimo, da sortiranje po spolu ni smiselno.
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6 POVZETEK

Namen naloge je bil spremljati parametre kakovosti in vsebnost posameznih prostih
aminokislin ter peptidov dveh govejih miSic (m. longissimus lumborum — LL in m. triceps
brachii — TB) Sestih zivali (trije bikci in tri telice) v razli€nih stopnjah zrelosti (po zakolu
in v treh razli¢nih intervalih zorenja) ter na njihovi podlagi ugotoviti optimalen Cas zorenja
in primernost obeh misic za zorenje. Zeleli smo tudi ugotoviti ali je postopek priprave
vzorcev (EZ: faast podjetja Phenomenex ZDA) primeren za doloCanje prostih aminokislin,
ter uvesti in preveriti visokolocljivostno tekoc¢insko kromatografijo (HPLC) v kombinaciji
z masnim detektorjem. NaSe hipoteze so bile, da se bo koncentracija vseh posameznih
prostih aminokislin, razen glutamina, povecevala; da se bodo zaradi proteolize izboljSale
senzori¢ne lastnosti, kot so mehkoba mesa, so¢nost in aroma; da bo miSica LL primernejSa
za zorenje kot miSica TB, ter da optimalni ¢as zorenja za obe miSici ne bo enak.

Nasi vzorci so bile miSice LL in TB treh telic in treh bikov lisaste pasme kakovostnega
trznega razreda R3. Tople mase trupov bikov so znasale 359 kg do 364 kg, tople mase
trupov telic pa 234 kg do 284 kg. Postopki predklavnega obdobja, zakola in primarne
obdelave trupov so potekali po ustaljeni tehnologiji. Po normalnem hlajenju 24 ur post
mortem smo izrezali miSice iz obeh polovic trupov, izmerili temperaturo in pH. Leve in
desne miSice smo razdelili na dva enaka dela in vsak del posebej vakuumsko zapakirali v
termokr¢ljivo folijo (Cryovac) in ga zorili doloceno stevilo dni. Z nakljuénim izborom smo
dolocili, kateri del miSice zori koliko €asa; tako smo poskusali izlo€iti vpliv lokacije vzorca
v miSici. Zorenje je potekalo pri stalni temperaturi 1 °C. Vzorce smo zorili 2, 7, 14 in 28
dni. Po kon¢anem zorenju smo iz miSic odrezali zrezke debeline 3,5 cm, na katerih smo
opravili instrumentalno analizo barve, po toplotni obdelavi (na dvoplo$¢nem Zaru,
temperatura ploS¢ 200 °C, do konc¢ne sredis¢ne temperature zrezkov 55-60 °C) pa izvedli
senzoricno analizo (barve, mehkobe, so¢nosti, vonja in arome) ter instrumentalno analizo
teksture. Preostale vzorce smo razrezali na drobne koscke in jih homogenizirali s pomocjo
kuhinjskega sekljalnika do pastozne mase. Tako pripravljene vzorce smo zapakirali v
polietilenske vrecke in zmrznili pri (-21 £ 1) °C do analize osnovne kemijske sestave
(voda, mascobe, pepel, beljakovine), merjenja vrednosti pH v ekstraktu ter doloCanja
vsebnosti prostih aminokislin in peptidov. Vse analize smo opravili v paralelni dolocitvi.
Osnovno kemijsko analizo smo opravili samo na vzorcih 2 dni po zakolu (nezoreni).

Za analizo osnovne kemijske sestave (beljakovine, voda pepel, mas¢obe) smo uporabili
analitske metode, ki jih predpisuje AOAC. Proste aminokisline in peptide smo dolocali z
visokolocljivostno tekoC€insko kromatografijo (HPLC) v kombinaciji z masnim
detektorjem, vzorce pa smo predhodno pripravili po metodi EZ: faast podjetja Phenomenex
iz ZDA. Za instrumentalno analizo barve miice smo uporabili aparat Minolta v CIE in L,
a’, b’ sistem, za merjenje teksture pa smo uporabili aparat Texture analyser. Rezultate smo
statisti¢no obdelali s raCunalni$kim programom SAS.

Nezorena goveja miSica LL v povprecju vsebuje 22,5 g/100g beljakovin, 2,6 g/100g
mascob, 1,15 g/100g pepela in 73,9 g/100g vode. Goveja miSica TB pa v povprecju
vsebuje 22,1 g/100g beljakovin, 2,9 g/100g mascob, 1,28 g/100g pepela in 73,3 g/100g
vode.
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Povpre¢na vrednost pH govejih miSic LL in TB je 2 dni post mortem 5,67 in se med
28-dnevnim zorenjem ni statisticno znacilno povecala.

Uporabljena HPLC metoda za dolocanje vsebnosti prostih aminokislin in peptidov je dala
zadovoljive rezultate (KV od 0,5 % pri izolevcinu pa do 31,7 % pri y-amino-n-butriéni
kislini).

Z zorenjem v presnem govejem mesu narasc¢a vsebnost vseh prostih aminokislin (izjema so
asparagin pri LL ter glutamin in glicin pri TB) in peptidov. Povprecna vrednost skupnih
prostih aminokislin v goveji misici LL 2 dni post mortem je 40,5 pmol/g, ki se po
14-dnevnem zorenju poveca na 67 pmol/g in na 86,5 pmol/g po 28-dnevnem zorenju. Tudi
vsebnost nekaterih dipeptidov se med 28-dnevnim zorenjem mocno poveca (npr. o.-aminoadipinska
kislina in prolin-hidroksiprolin za 4-krat). Povpre¢na vrednost skupnih prostih aminokislin v
goveji miSici TB 2 dni post mortem je 39,5 pmol/g, ki se med 7-im in 14-im dnem poveca na
63,8 umol/g, nato ostane nespremenjena. Tudi vsebnost nekaterih dipeptidov se med 28-dnevnim
zorenjem mo¢no poveca (za 3-krat ali manj). Vsebnost prostih aminokislin v misici LL je
60,2 pmol/g ter je znaéilno veéja kot v miSici TB, kjer je prostih aminokislin 52,4 umol/g; LL
vsebuje znadilno vi§jo vsebnost valina kot misica TB. Spol ne vpliva na vsebnost skupnih
prostih aminokislin, kljub temu je v zorenem mesu bikov znacilno ve¢ arginina,
asparagina, glutamina, glutaminske kisline in hidroksiprolina ter nekaterih peptidov kot v
mesu telic.

Rezna trdnost toplotno obdelanih vzorcev se med zorenjem zmanjSuje. Rezna trdnost je pri
miSici LL 2 dni post mortem 56,9 N in se je v 14-ih dneh zorenja zmanjSala za 40 %, pri
misici TB pa 38,4 N in se je po 28-ih dneh za 33 %. Razlike v rezni trdnosti med miSicama
so znacilne, razlike med mesom bikov in telic so neznacilne.

V 28-ih dneh barva misic postane svetlejsa (visja vrednost L"), bolj rdeca (vi§ja vrednost
a*) in bolj rumena (vi§ja vrednost b*). Barva mesa bikov je po eno urni oksigenaciji pri
3 °C svetlejse in intenzivnejie barve (znadilno visje L'a'b’ vrednosti) kot meso telic.
Misica TB izkazuje intenzivnejSo barvo (znacilno visji a inb vrednosti) kot miSica LL,
kar potrjuje tudi senzori¢na ocena barve.

Barva, mehkoba, vonj in aroma se med 28-dnevnim zorenjem znacilno izboljsajo, so¢nost
ostane nespremenjena. Mehkoba goveje miSice LL 2 dni post mortem je slaba (1,7 tocke)
in se med 14-im in 28-im dnevom zorenja izbolj$a na sprejemljivo mehkobo (5 tock). Mehkoba
miSice TB se iz 3,2 tocke izboljsa na 5,4 tocke Sele po 28-tih dneh zorenja. V povprecju je meso
bikov mehkejse kot meso telic ter miSica LL mehkejsa kot misica TB. Vonj in aroma goveje
miSice LL 2 dni post mortem sta primerna (4,9 oz. 5,0 tocke) in se v 14-ih dneh znacilno
izboljsata (5,6 oz. 5,8 tock), najboljsa pa sta po 28-ih dneh. Enako velja za miSico TB. Meso bikov
in telic se v vonju in aromi ne razlikuje, v povpre¢ju pa je misica TB znacilno boljSega vonja in
okusa kot misica LL. Med zorenjem potecejo na mehkobi pri miSici LL najvecje spremembe,
mehkoba se izboljsa za 3,7 tocke. Medtem, ko se mehkoba pri TB izboljsa le za 2,2 tocki.
Mehkoba se je pri miSici LL, pomembno zviSala po 14 dneh zorenja, pri misici TB pa po
28 dneh zorenja. Po koncu zorenja sta obe miSici enako mehki (5,4 tocke).
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NajtesnejSa povezava med vonjem in aromo govejega mesa je z vsebnostjo prostih
aminokislin (R2 > 0,75), kot so histidin, levcin, metionin, triptofan in tirozin. Povezava s
peptidi je ohlapna.

Za zagotovitev celotne senzoricne kakovosti miSice LL zadostuje dva tedna zorenja,
medtem, ko je potrebno miSico TB zoriti dlje (4 tedne).

Razlike v opazovanih kakovostnih parametrih mesa bikov in telic so sicer opazene in v
nekaterih primerih tudi znacilne (barva), vedar so za razmere v proizvodnji premajhne,
tako da menimo, da sortiranje po spolu ni smiselno.
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