
*

** S h a m s  U n i v e r s i t y ,  F a c .  
N a t i o n a l  R e s e a r c h  C e n t r e ,

o f  A g r i c . ,  F o o d  S c i .  D e p t . ;  S h o u b r a  E l  K h e m a ,  C a i r o ,  E g y p t .  
F o o d  T e c h n o l o g y  a n d  D a i r y  D e p a r t m e n t ,  D o k k i ,  C a i r o ,  E g y p t .

P r o t e a s e  i n h i b i t o r  t h a t  i s o l a t e d  f r o m  p o t a t o  t u b e r s  ( a l p h a - v a r i e t y )  w a s  u s e d  i n  
*  l es ? 5 u d e  f o r m  i n  t h e  p r o c e s s i n g  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s .  T h e  p r o c e s s e d  s a m p -  

° u , t a a t  c o n t a i n e d  0 ,  1 ,  2 ,  3 %  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C  f o r  t w o  w e e k s  t h r -  
o j  , , w h i c h  i n f r a r e d  s p e c t r u m  w a s  c o n s i d e r e d .  E x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  p r o v e d  t h e  s u p e r i o r i t y  
i e s . e  a d d i t i o n  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  t h r o u g h  p r o c e s s i n g  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t -  
St. ' a  t r e n d  w h i c h  b a s e d  o n  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  i n d e n t i f i e d  f u n c t i o n a l  g r o u p s  t h r o u g h  t h e  

r a g e  p e r i o d s .

I n f r a r e d  a n a l y s i s  i s  b a s e d  o n  t h e  c o n s t a n t  m o t i o n s ,  v i b r a t i o n  a n d  r o t a t i o n  o f  t h e  
t o  ®C u l e s  w h i c h  o c c u r  w i t h  f i x e d  a n d  s p e c i f i c  f r e q u e n c i e s .  S o ,  w h e n  a  m o l e c u l e  i s  s u b j e c t e d  

a ^ i a t i o n  w h o s e  f r e q u e n c y  c o r r e s p o n d s  t o  i t s  n a t u r a l  f r e q u e n c y ,  s o m e  o f  t h a t  r a d i a t i o n  
k e  a b s o r h e d  a n d  u s e d  t o  r e i n f o r c e  t h e  n a t u r a l  m o l e c u l a r  m o t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  v i b r â t -  

■’h d i " '  H o w e v e r ,  t h e  a b s o r b a n c e  a t  a n y  g i v e n  w a v e l e n g t h  i s  t h e  s u m  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  
uP o n V l d U a l  c o m P ° n e n t s  a t  s u c h  w a v e l e n g t h ,  a n d  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  e a c h  c o m p o n e n t  d e p e n d s  
sum l t s  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a b s o r p t i v i t y .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  s p e c t r u m  o f  a  m i x t u r e  i s  t h e  

° f  t h e  s p e c t r a  o f  t h e s e  c o m p o n e n t s ;  D i l l a r d  a n d  G o l d b e r g  ( 1 9 7 8 ) .

h a v  A t  l e a s t  1 3  d i f f e r e n t  i n h i b i t o r s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  f r o m  p o t a t o e s  a n d  a b o u t  1 0  
|  ea s . e n  p u r i f i e d  a n d  p a r t i a l l y  c h a r a c t e r i z e d  b y  L i e n e r  a n d  K a k a d a  ( 1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  p r o t -  

' •  a t  n  l n h i b i t o r  o f  p o t a t o  c a n  b e  d i f f e r e n t i a t e d  ( b y  t h e i r  s t a b i l i t y  i n  s o l u t i o n  f o r  1 0  m i n  
® u t r a l  p H  a n d  8 0  C )  i n t o  h e a t - s t a b l e  a n d  h e a t - l a b i l e  p r o t e i n s  ( R y a n  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .

h e a . P e a r c e  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  f o u n d  t h a t  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  w h i c h  a r e  r i c h  i n  c y s t e i n e  w e r e  
s t a b l e  i n  i t s  p u r e  f o r m ,  b u t  r a p i d l y  d e s t r o y e d  i n  i n t a c t  t u b e r s  e s p e c i a l l y  o n  c o o k i n g .

3%\ . I t  w a s  a i m e d  t h r o u g h  s u c h  r e s e a r c h  t o  u s e  t h e  c u r d e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  ( 1 ,  2 a n d  
t 0  ,? 'n  P r o c e s s i n g  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s .  S u c h  t r e n d  w a s  c o n s i d e r e d  t o  s e e  
o f  a a t  e x t e n t  t h e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  t h a t  i s o l a t e d  f r o m  p o t a t o  c o u l d  c o n t r o l  t h e  a c t i v i t y  
s ^ c P r ° ^ e a s e  e n z y m e s  d u r i n g  s t o r a g e  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o d u c t s  f o r  t w o  w e e k s  a t  4  C .  I n  

.  n  c a s e ,  i n f r a r e d  s p e c t r u m  o f  t h e  a f o r m e n t i o n e d  s a m p l e s  w a s  c o m p a r e d .

^ .a iUALS AND METHODS;
^ a t e r i a l s ?

B e e f  m e a t ,  s p i c e s  a n d  c h i c k e n  s a m p l e s ;
~  B e e f  m e a t  a n d  s p i c e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  " R A M A D A "  r e f r i g e r a t o r  o f  t h e " G E R C O " C o m p a n y ; 

t o  t h e  M i n i s t r y  o f  s u p p l i e s ,  E g y p t .  T h e  s p i c e s  m i x t u r e  a r e  c o m p o s e d  o f  t h e  f o l i o - '  
9  l n g r e d i e n t s .

I n q r e d i e n t s W e i q h t / q m I n q r e d i e n t s W e i q h t / o m
B l a c k  p e p p e r 2 0 R e d  p e p p e r 1 0
V i t a m i n  C 2 0 N u t  m e g 1 0
C a r d a m o m 1 0 C u b e b  ( p o w d e r ) 1 0
C o r i a n d e r 2 0 T O T A L 1 0 0

Schjj.  ~  " E L  S H A R K  E L  A W S A T "  C o m p a n y  t h a t  l o c a t e d  i n  " K A L Y O B I A H "  g o v e r n o r a t e  ( E G Y P T )  i s  t h e  
I l O O  f r o z e n  c h i c k e n  s a m p l e s ;  w i t h  a n  i n d i v i d u a l  q w e i g h t  t h a t  r a n g e d  b e t w e e n  8 5 0  u p  t o

★  ★
P o t a t o  t u b e r s  ( a l p h a  v a r i e t y ) :

\  i s  T h e  H o r t i c u l t u r e  D e p a r t m e n t ,  A g r i c u l t u r a l  R e s e a r c h  C e n t r e ,  M i n i s t r y  o f  A g r i c u l t u r e
t e a S e S • s ° u c c e  p o t a t o  t u b e r s  ( a l p h a  v a r i e t y )  t h a t  u s e d  a s  a  s o u r c e  o f  e x t r a c t i o n  o f  o r o -  

i n h i b i t o r .  *
a.

r - ^ S i l P o l o g i c a l  M e t h o d s ;
^ ) E x t r a c t i o n  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  b y  B e l i t z  e t  a l . ,
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T h e  f o r m u l a  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  w e r e  b a s e d  o n  u s i n g  t h e  p r e v i o u s  |  
m e a t  s o u r c e s  w h i c h  w e r e  g r i n d e d  b y  a n  e l e c t r i c a l  m e a t  m i n c e r  a n d  r e m i x e d  w i t h  s p i c e s  a n d  
s t a r c h  i n  p r e p a r i n g  o f  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  ( F r e e  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r ;  P . I ) .  O n  t h e  o t h e r  
h a n d ,  o t h e r  s a m p l e s  w e r e  m a n u f a c t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c r u d e  P . I .  t o  r e a c h  t h e  l e v e l  
o f  1 ,  2  a n d  3 %  o f  t h e  r e c i p e  f o r m u l a  a s  f o l l o w s ;

** Manufacturing of beef sausage and chicken patties;

I n g r e d i e n t s C o n t r o l L e v e l s o f  p r o t e a s e
( F r e e  o f  P . I  ) i n h i b i t o r  ( P . I )  i n

t h e  t e s t e d  s a m p l e s
1 % 2 %  3 %

M e a t  ( B e e f  o r  c h i c k e n ) 9 0 9 0 9 0  9 0
S p i c e s 1 1 1  1
P r o t e a s e  i n h i b i t o r 0 1 2  3
S t a r c h 3 2 1  0
W a t e r 6 6 6  6

W i t h  r e s p e c t  t o  t h e  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e s ,  t h e y  w e r e  p r e p a r e d  b y  s t u f f i n g  t h e  r e s '  
p o n s e d  m i x t u r e  i n  a  n a t u r a l  c a s i n g s  ( s m a l l  i n t e s t i n e )  a f t e r  w h i c h  t h e y  w e r e  k e p t  i n  a  r e '  
f r i g e r a t o r  a t  4  C  f o r  1 5  d a y s .  T h e  c h i c k e n  p a t t i e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  u s i n g  t h e  p r e v i o u s  
f o r m u l a  a f t e r  s h a p p i n g  i n  p a t t i e s  f o r m s  a n d  t h e  p r o d u c e d  s a m p l e s  w e r e  w r a p p e d  i n  a  p a r c h '  
e m e n t  p a p e r  a n d  k e p t  a t  4 e C f o r  1 5  d a y s .  B e f o r e  a n a l y s i s ,  b o t h  o f  t h e  b e e f  s a u s a g e  a n d  
c h i c k e n  p a t t i e s  s a m p l e s  w e r e  d r i e d  a t  6 0  C  o v e r n i g h t .

C .  A n a l y t i c a l  m e t h o d :

S a m p l e s  a f t e r  b e i n g  p r e p a r e d  i n  a  p o w d e r  f o r m  w e r e  h e l d  o n  a  p o t a s s i u m  p r o m i d e  
d i s k  ( 3  m g  s a m p l e  o v e r  3 0 0  m g  K B r ) o f  t h e  P h i l i p s  P U  9 7 1 2  I n f r a r e d  S p e c t r o p h o t o m e t e r  a v a 
i l a b l e  a t  t h e  C e n t r a l  S e r v i c e s  L a b o r a t o r y  o f  t h e  N a t i o n a l  R e s e a r c h  C e n t r e .  T h e  f u n c t i o n a  
g r o u p s  o f  t h e  i n v e s t i g a t e d  s a m p l e s  w e r e  i d e n t i f i e d  a c c o r d i n g  t o  B e l l a m y  ( 1 9 6 4 ) .

R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N :
I n f r a r e d  s p e c t r u m  o f  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e s :
T h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o f  t h e  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  1 ,  2  a n d  3%  o f  p r o 

t e a s e  i n h i b i t o r  a s  w e l l  a s ,  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  ( w i t h o u t  i n h i b i t o r )  w e r e  i d e n t i f i ^  
a c c o r d i n g  t o  B e l l a m y  ( 1 9 6 4 )  a n d  P o m e r a n z e  a n d  M e l o a n  ( 1 9 7 1 )  a s  s e e n  i n  T a b l e  ( 1 ) .

U n s t o r e d  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e s :
W i t h  r e s p e c t  t o  t h e  u n s t o r e d  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e ,  i t s  i n f r a r e d  s p e c t r u m  w a s  g i v e 0  

w i t h i n  w a v e  n u m b e r s  2 0 0  u p  t o  3 8 3 0  c m - l  a s  s e e n  i n  F i g .  ( 1 ) .

* *  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  s p e c i f i c  f u n c t i o n a l  g r o u p s  
a t  t h e  f o l l o w i n g  w a v e  n u m b e r s ;  6 1 5  c m ~ l  ( 2 9  1 % )  o f  M e r c a p t a n s  ( C H 2 - S - ) ;  8 0 9  c m - l  ( 4 1 . 3  
o f  E t h y l e n e  g r o u p .  1 1 7 0  c m “ l  ( 2 9 . 2  1 % ) ;  C l ^ - O - C i ^  o f  A l i p h a t i c  e t h e r s .

th 3t
of

‘2 ~ w“ 2
* *  A s  a  r e s u l t  o f  a d d i n g  t h e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r ,  t h e r e  a r e  s o m e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  

d e t e c t e d  i n  t h e  t h r e e  i n h i b i t o r  t r e a t m e n t s ,  w h i l e  o t h e r s  a r e  o n l y  f o u n d  i n  t w o  o r  o n e  
t h e s e  s a m p l e s .  F o r i n s t a n c e  i n  c a s e  o f  t h e  b e e f  s a u s a g e  c o n t a i n i n g  3 %  p r o t e a s e  i n h i b I ' g O
t o r ,  t h e  c h a r a c t e r i z e d  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a r e  n o t i c e d  a t  w a v e  n u m b e r s  o f  7 9 7  ( E t h y l e n e ) 1 -*■ 
( p r i m a r y  a l c o h o l s ;  CH-,-OH) 1 5 6 3  ( A m i n o  a c i d  -N H "*^), a n d  3 4 8 2  c m “ l .

I t  i s  o f  i m p o r t a n c e  t o  c l a r i f y  t h a t  t h e  b e e f  s a u s a g e  c o n t a i n i n g  3 %  p r o t e a s e  i n h i  
b i t o r  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  p r o n o u n c e d  f u n c t i o n a l  g r o u p  a t  w a v e  n u m b e r s  r a n g i n g  f r o m  1 °  ^  
1 8 7 1  c m - l  ( C y c l i c  a n h y d r i d e s )  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  T % ;  4 1 . 6 %  ( 1 %  P . I ) ,  4 6 %  ( 2 %  P . I . ) a n d  6 3 - ^  
S o  a d d i t i o n  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  i s  s u c c e d e d  i n  i m p r o v i n g  t h e  h a r d n e s s  o f  t h e  t e s t e d  s a 111 
p i e s .

60' I*

4  C
B e e f  s a u s a g e  s t o r e d  f o r  t w o  w e e k s :
W h e n  t h e  i n f r a r e d  s p e c t r u m  o f  t h e  b e e f  s a u s a g e  t h a t  s t o r e d  f o r  t w o  w e e k s  a t  

w a s  c o n s i d e r e d ,  i t  i s  c l e a r  f r o m  F i g .  ( 2 )  t h e  a p p e a r a n c e  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  w h i c h  a r e  
o u t  o f  d e t e c t i o n  i n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s .  T h e s e  c h e m i c a l  g r o u p s  a r e  s h a r p l y  i d e n t i f i e d  
a t  t h e  f o l l o w i n g  w a v e  n u m b e r s ;

1 9 1 4 ,  3 3 6 0  c m ~ l  f o r  t h e  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  1 %  p r o t e a s e  i n h i b i t o r .
2 5 4 / 2 5 7  a n d  3 7 8 0  c m ~ l  f o r  t h e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  t h e  1  a n d  2 %  p r o t e a s e  inhibitor-
1 1 1 9 / 1 1 2 1  a n d  1 8 7 5 / 1 8 7 6  c m “ l  f o r  t h e  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e s  p r o c e s s e d  w i t h  1 , 2  a n d
3 %  p r o t e a s e  i n h i b i t o r .  .
2 8 5 ,  6 2 7 ,  3 4 2 6  a n d  3 4 5 6  c m -  f o r  t h e  s a m p l e s  p r o c e s s e d  w i t h  2 %  p r o t e a s e  inhibit0
1 5 6 3  a n d  3 4 4 8  c m ~ l  f o r  t h e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  3 %  p r o t e a s e  i n h i b i t o r .

»
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F r o m  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  o b s e r v a t i o n s  t h e  a d d i t i o n  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  d u r i n g  t h e  
■ r o c e s s i n g  o f  b e e f  s a u s a g e  s u c c e e d e d  i n  p r e v e n t i n g  t h e  c h a n g e s  t h a t  c o u l d  o c c u r e  i n  t h e  
|  :' r ° t e i n  m o l e c u l e  d u r i n g  s t o r a g e  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  p r o t e a s e  e n z y m e s .

I n f r a r e d  s p e c t r u m  o f  c h i c k e n  p a t t i e s  s a m p l e s :
j T h e  i n f r a r e d  s p e c t r u m  o f  t h e  u n s t o r e d  c h i c k e n  p a t t i e s  t h a t  g i v e n  i n  F i g s .  ( 2  a n d  4 )

Q i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s h a r p  f u n c t i o n a l  g r o u p s  t h a t  a p p e a r e d  a t  s p e c i f i c  w a v e  n u m b e r s ;  
A - e .

2 2 6  t o  4 1 3  a n d  2 9 6 2  t o  2 9 5 4  c m  1  a r e  d e t e c t e d  i n  t h e  c o n t r o l  a s  w e l l  a s  i n  t h e  s a 
m p l e s  c o n t a i n i n g  1 %  a n d  3 %  p o r t e a s e  i n h i b i t o r .

-  5 2 7  ( C H 2 - O - C H 3 ) , 5 7 4 ;  6 3 2  a n d  6 7 5  ( M e r c a p t a n s ) , 1 0 4 6  a n d  1 0 7 8  ( C - O H ) ,  a n d  1 7 0 4  a n d
l l  1 8 4 2  o f  C y c l i c  a n h y d r i d e s ,  2 1 0 2  ( C - N H j T  C l )  a n d  3 5 1 8  t o  3 8 5 8  c m - 1  a r e  i d e n t i f i e d

o n l y  i n  t h e  s a m p l e s  m a n u f a c t u r e d  w i t h  3 %  p r o t e a s e  i n h i b o t o r .
792 (Ethylene), and 3404 cm“l are found only in the samples containing 2% of prot
ease inhibitor.
T h e  w a v e  n u m b e r s  o f  7 3 7 ,  7 7 9 ,  8 0 4 ,  3 4 6 0  a n d  3 4 8 2  c m  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  c h i c k e n  
p a t t i e s  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  1 %  p r o t e a s e  i n h i b i t o r ,  w h i l e  7 4 4  c m ~ l ,  1 5 7 9 ,  1 8 5 5 , a n d  
3 3 1 8  c m ~ l  a r e  c l e a r l y  n o t i c e d  i n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e .
The wave numbers of 205 up to 212; 696/698, 1121/1122, 1235 to 1246, 1543 to 1548, 
1645 to 1657 cm~l are predominant in the samples containing 1, 2 and 3% protease 
inhibitor.
A s  a  r e s u l t  o f  s t o r a g e  f o r  t w o  w e e k s  a t  4 ° C ,  t h e  i n v e s t i g a t e d  c h i c k e n  p a t t i e s  s h o -  

, a  d i f f e r e n t  p a t t e r n  o f  i n f r a r e d  s p e c t r u m  i n  b o t h  t h e  r e s p o n s e d  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a n d  
t j , e i r  T % .  F o r i n s t a n c e  « t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  t h a t  w a s  d e t e c t e d  a t  2 0 5  t o  2 3 0  c m ~ l  i n

u n s t o r e d  s a m p l e s  a r e  s t i l l  p r e s e n t e d  a f t e r  o n e  w e e k  o f  s t o r a g e  a t  4 ° C :  c o n t r a r y  t o  
° s e  o f  t h e  s a m p l e  s t o r e d  f o r  t w o  w e e k s  a t  t h e  s a m e  t e m p e r a t u r e  w h i c h  l a c k i n g  t h e s e  g r -

^ed

°ups. O t h e r  n o t i c e a b l e  c h a n g e s  a r e  f o u n d  a t  w a v e  n u m b e r s  o f  1 2 3 5 / 1 2 4 6  c m _ l ;  s i n c e  a f t e r
w e e k s  o f  s t o r a g e  s u c h  w a v e  n u m b e r s  e x t e n d e d  f r o m  1 1 5 4  t o  1 3 9 8  c m ~ l .  T h e  p r e v i o u s  

®C r i rn i n a t i o n s  a r e  m a i n l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  w h i c h  r e s h a p e s  t h e  
a n c e  p a t t e r n  o f  t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a s  a  r e s u l t  o f  c o n t r o l l i n g  o r  m i n i m i z i n g  t h e  a c -  

v i t y  o f  p r o t e a s e  e n z y m e s .

0 j_ I n f r a r e d  s p e c t r u m  o f  t h e  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  t h a t  m a n u f a c t u r e d  w i t h
f > a t t l t h ° U t  P r o t e a s e  i n h i b i t o r  a s s u r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  r e s h a p e s  a n d  t h e  
pj. e r n  ° f  t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a s  a  r e s u l t  o f  c o n t r o l l i n g  o r  m i n i m i z i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  

e a s e  e n z y m e s  w i t h i n  t h e  t e s t e d  s a m p l e s .
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