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ABSTRAKT

Wprowadzenie. Miƒso jest jednym z wa»niejszych „róde“ bia“ka w diecie cz“owieka. Jego
wysoka warto–¢ od»ywcza zwi¡zana jest z obecno–ci¡ wszystkich aminokwasów egzogen-
nych i biologicznie aktywnych peptydów. Przemys“ miƒsny, wychodz¡c naprzeciw coraz
wiƒkszym wymaganiom konsumentów, podejmuje dzia“ania zmierzaj¡ce do dostarczania
na rynek miƒsa o doskona“ej jako–ci, charakteryzuj¡cego siƒ optymaln¡ wodoch“onno–ci¡
i krucho–ci¡. Bia“ka miƒ–niowe ulegaj¡ istotnym zmianom w czasie poubojowej glikolizy.
Ich tempo determinowane jest ró»nymi czynnikami, w tym szczególnie procesem wych“a-
dzania oraz wystƒpowaniem wady DFD. Podczas pozyskiwania surowca miƒsnego o wy-
sokiej, powtarzalnej jako–ci oraz przy zapewnieniu jego trwa“o–ci wa»n¡ rolƒ odgrywa
szybko–¢ procesu wych“adzania. Natomiast czynniki przedubojowe wywo“uj¡ce stres {
takie jak zmienna temperatura otoczenia czy niedobór glukozy { wskazywane s¡ jako
g“ówna przyczyna odchylenia jako–ciowego DFD.
Przystƒpuj¡c do realizacji niniejszej pracy przyjƒto, »e bia“ka s¡ odbiciem przemian za-
chodz¡cych podczas konwersji miƒ–ni w miƒso i mog¡ by¢ potencjalnymi wska„nikami jego
jako–ci oraz uczestnicz¡ w kszta“towaniu wodoch“onno–ci i krucho–ci. Jednak»e w litera-
turze niewiele jest danych na temat zmian bia“ek miƒsa wieprzowego bƒd¡cych wynikiem
szybko–ci procesu wych“adzania oraz zwi¡zanych z wystƒpowaniem w miƒsie byd“a od-
chylenia jako–ciowego DFD.
Celem pracy by“a analiza bia“ek miƒ–niowych jako potencjalnych wska„ników jako–ci
miƒsa wieprzowego wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ oraz miƒsa byd“a z wad¡
DFD, ze szczególnym uwzglƒdnieniem oddzia“ywania na wodoch“onno–¢ i krucho–¢ po-
zyskanego surowca.

Materia“ i metody. Badanym materia“em by“ miƒsie« najd“u»szy klatki piersiowej i lƒd„wi
(LTL) (m. longissimus thoracis et lumborum) –wi« i byd“a. Proces wych“adzania miƒsa
wieprzowego odbywa“ siƒ ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡: A { 0,12�C/min, B { 0,15�C/min,
C { 0,27�C/min. Wykonano pomiary warto–ci pH, przewodno–ci elektrycznej, zawarto–ci
glikogenu i kwasu mlekowego, wyznaczono ubytki masy w czasie przechowywania i po
obróbce termicznej. Ocenie poddano wielko–¢ wycieku wirówkowego oraz si“y i pracy
ciƒcia. Bia“ka rozdzielono za pomoc¡ elektroforezy jednokierunkowej w »elach poliakryla-
midowych z SDS (SDS-PAGE). Identy�kacjƒ wybranych bia“ek miƒsa wieprzowego prze-
prowadzono, wykorzystuj¡c metodƒ Western blot. Miƒso byd“a o normalnej jako–ci RFN
i z wad¡ DFD oceniono na podstawie warto–¢ pH, barwy, wodoch“onno–ci i krucho–ci.
Bia“ka ekstraktów analizowano z zastosowaniem elektroforezy SDS-PAGE oraz wysoko-
rozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzƒ»onej z wysokosprawn¡ chromatogra�¡
cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS.

Wyniki. Miƒso wieprzowe wych“adzane ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ charakteryzowa“o siƒ
normalnym przebiegiem poubojowej glikolizy. Miƒso prób B (0,15�C/min) wyró»nia“o siƒ
najni»sz¡ warto–ci¡ pH we wszystkich terminach analiz i zawarto–ci¡ glikogenu po 2 h oraz
najwy»sz¡ zawarto–ci¡ kwasu mlekowego (2 h). Wych“adzanie z szybko–ci¡ 0,27�C/min
indukowa“o zjawisko skurczu ch“odniczego, które wp“ynƒ“o na ni»sz¡ jako–¢ miƒsa wie-
przowego, w tym na obni»enie jego wodoch“onno–ci i krucho–ci. Analiza elektroforetyczna
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prou bia“ek miƒsa wykaza“a istotnie wiƒkszy udzia“ pasma miozyny po 24 h oraz aktyny
po 6 dniach w próbach B w porównaniu z próbami C wych“adzanymi najszybciej. We
frakcji wycieku wirówkowego próby C po 6 dniach przechowywania stwierdzono wiƒk-
szy udzia“ dwóch pasm o masie 148{153 kDa (amylo-�-1,6-glukozydaza) oraz �47 kDa
(kinaza kreatyny/kinaza fosfoglicerynianowa). Na podstawie analizy Western blot bia“ek
miƒsa wykazano istotny wp“yw procesu wych“adzania na zmiany udzia“u titiny, mio-
zyny i troponiny-T we wszystkich analizowanych terminach bada«. Na udzia“ titiny,
troponiny-T i GAPDH we frakcji wycieku wirówkowego istotnie oddzia“ywa“a zastoso-
wana szybko–¢ wych“adzania miƒsa wieprzowego.
Miƒso byd“a z odchyleniem DFD cechowa“a istotnie wiƒksza warto–¢ pH, ciemniejsza
barwa oraz lepsza krucho–¢ i wodoch“onno–¢ w porównaniu z próbami RFN. Uzyskane
wyniki analizy elektroforetycznej pozwalaj¡ na rozró»nienie miƒsa RFN od DFD na pod-
stawie pro�lu bia“kowego. Miƒso z wad¡ DFD w porównaniu z RFN wyró»nia“o siƒ obec-
no–ci¡ pasma o masie 2400 kDa oraz istotnie wiƒkszym udzia“em pasm bia“ek w zakresie
1200{400 kDa oraz �68 kDa. Analiza, a nastƒpnie identy�kacja bia“ek i peptydów eks-
traktów z miƒsa o zró»nicowanej jako–ci przy wykorzystaniu spektrometrii mas sprzƒ»onej
z wysokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS umo»liwi“a wyzna-
czenie bia“ek jako potencjalnych wska„ników jako–ci miƒsa byd“a z wad¡ DFD.

Wnioski. Na podstawie przeprowadzonych bada« wykazano, »e na jako–¢ i pro�l bia“ek
miƒsa wieprzowego wp“yn¡“ proces wych“adzania. Zastosowanie wych“adzania prób C
z szybko–ci¡ 0,27�C/min zwi¡zane by“o z wyst¡pieniem zjawiska skurczu ch“odniczego.
Jego skutkiem by“o istotne pogorszenie wodoch“onno–ci i krucho–ci miƒsa. Uwzglƒdnia-
j¡c po»¡dane cechy jako–ciowe miƒsa wieprzowego zaleca siƒ stosowanie maksymalnej
szybko–ci jego wych“adzania na poziomie 0,15�C/min. W wyja–nieniu przyczyn skurczu
ch“odniczego szczególn¡ rolƒ przypisano “a«cuchom ciƒ»kim miozyny (MHC). Obserwo-
wana ju» po 45’ pm obecno–¢ pasm o masie >250 kDa wskazywa“a na wzrost usieciowania
MHC. Prawdopodobnie wynika“ on z oddzia“ywania z produktami degradacji lub innymi
bia“kami i sprzyja“ usztywnieniu struktur w“ókien miƒ–niowych. Bia“ka wycieku wirów-
kowego { takie jak titina T2 i produkty degradacji titiny T1, amylo-�-1,6-glukozydaza,
niezidenty�kowane pasmo bezpo–rednio nad fosforylaz¡ b, 6-fosfofruktokinaza, kinaza
pirogronianowa i dehydrogenaza mleczanowa { mog¡ by¢ potencjalnymi wska„nikami
w ocenie jako–ci miƒsa wieprzowego wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡. Bia“ka
miƒ–niowe ocenione na podstawie analizy metod¡ Western blot titina, “a«cuchy ciƒ»kie
miozyny, troponina-T i GAPDH podlega“y istotnym zmianom pod wp“ywem procesu wy-
ch“adzania. By“y one wynikiem proteolizy, procesów degradacji i agregacji, które przez
zró»nicowane interakcje bia“ko-bia“ko oddzia“ywa“y na strukturƒ cytoszkieletu w“ókien
miƒ–niowych. Obserwowane zmiany bia“ek wp“ywa“y na jako–¢ miƒsa wieprzowego, jego
wodoch“onno–¢ i krucho–¢.
Zastosowanie techniki UHPLC-Q-TOF-MS/MS i analiza z wykorzystaniem wielowymia-
rowego modelu OPLS-DA pozwoli“y na wyznaczenie 12 bia“ek o najwiƒkszym znaczeniu
przy ró»nicowaniu miƒsa byd“a normalnej jako–ci (RFN) i z wad¡ DFD. W grupie poten-
cjalnych bia“kowych i peptydowych wska„ników jako–ci miƒsa RFN oraz DFD znalaz“y
siƒ miƒdzy innymi alfa- i beta-enolaza, bia“ko bogate w cysteinƒ i glicynƒ, bia“ko 3 do-
meny PDZ i LIM, 6-fosfofruktokinaza, bia“ka szoku cieplnego beta-1 i beta-6, “a«cuch A
dehydrogenazy L-mleczanowej, kinaza kreatynowa typu M, mioglobina, fosfatydyloeta-
noloamina wi¡»¡c¡ bia“ko-1 i troponina-T.

S“owa kluczowe: bia“ka, peptydy, jako–¢ miƒsa, wych“adzanie, wada DFD, elektroforeza
SDS-PAGE, Western blot, UHPLC-Q-TOF MS/MS



MUSCLE PROTEINS AS INDICATORS OF THE QUALITY OF PORK
COOLED AT DIFFERENT RATES AND BEEF WITH DFD DEFECTS

ABSTRACT

Introduction. Meat is a major source of protein in the human diet. It has a high nutri-
tional value due to the presence of all exogenous amino acids and bioactive peptides.
In order to meet consumers’ increasing demands the meat industry attempts to provide
excellent quality products characterised by optimal water-holding capacity and tender-
ness. Muscle proteins undergo signi�cant changes during post-slaughter glycolysis. The
rate of these changes is determined by various factors, especially by the cooling process
and the occurrence of the DFD defect. The rate of the cooling process is a signi�cant
factor necessary to obtain meat of high, repeatable quality and to ensure its durability.
Pre-slaughter stress factors such as variable ambient temperature and glucose de�ciency
are indicated as the main causes of the DFD quality defect.
The author of the study assumed that proteins reect changes occurring during the co-
nversion of muscles into meat, that they may be potential indicators of its quality, and
that they determine water-holding capacity and tenderness. There are few scienti�c pu-
blications providing data on changes in pork proteins depending on the rate of the cooling
process and the occurrence of the DFD quality defect in beef.
The aim of the study was to analyse muscle proteins as potential quality indicators of
pork cooled at various rates and of beef with DFD defects, with a special focus on their
inuence on the water-holding capacity and tenderness of the meat.

Material and methods. The study was conducted on the longest thoracic and lumbar
muscle (musculus longissimus thoracis et lumborum { LTL) of pigs and cattle. The pork
cooling process was conducted at di�erent rates: A { 0.12�C/min, B { 0.15�C/min, C {
0.27�C/min. The following measurements were made: the pH value, electrical conducti-
vity, glycogen and lactic acid content, the weight loss during storage and after thermal tre-
atment. The size of the centrifugal drip as well as the shear force and work were assessed.
One-dimensional electrophoresis was applied to separate proteins in SDS-polyacrylamide
gels (SDS-PAGE). Selected pork proteins were identi�ed with the western blot method.
The beef of normal RFN quality and with a DFD defect was assessed on the basis of its
pH value, colour, water-holding capacity, and tenderness. Extract proteins were analysed
with SDS-PAGE electrophoresis and high-resolution tandem mass spectrometry coupled
with high performance liquid chromatography UHPLC-Q-TOF-MS/MS.

Results. The pork cooled at di�erent rates was characterised by a normal course of post
mortem glycolysis. Meat samples B (0.15�C/min) had the lowest pH at all terms of analy-
sis and the lowest content of glycogen after 2 h but the highest content of lactic acid (2 h).
The cooling at a rate of 0.27�C/min induced shrinkage, which resulted in a lower quality
of pork, manifested by reduced water-holding capacity and tenderness. The electrophore-
tic analysis of the meat protein pro�le revealed that samples B had a signi�cantly higher
share of the myosin band after 24 h and the actin band after 6 days than in samples C,
which were cooled at the fastest rate. After 6 days of storage there was a higher share
of two bands with molecular weights of 148-153 kDa (amylo-alpha-1,6-glucosidase) and
�47 kDa (creatine kinase/phosphoglycerate kinase) in the centrifugal drip fraction of
sample C. The Western blot analysis of meat proteins showed that the cooling process
caused signi�cant changes in the content of titin, myosin, and troponin T at all terms
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of analyses. The share of titin, troponin T, and GAPDH in the centrifugal drip fraction
was signi�cantly inuenced by the pork cooling rate.
The beef with a DFD deviation was characterised by a signi�cantly higher pH, darker
colour, better tenderness, and water-holding capacity than the RFN samples. The results
of the electrophoretic analysis enabled distinction between the RFN and DFD meat on
the basis of the protein pro�le. In comparison with the RFN meat samples, the meat with
the DFD defect was distinguished by the presence of a band with a mass of 2,400 kDa
and a signi�cantly higher share of protein bands within the ranges of 1,200-400 kDa and
�68 kDa. The analysis and then the identi�cation of proteins and peptides in the meat
extracts of di�erent quality with mass spectrometry coupled with ultra-high-performance
liquid chromatography (UHPLC-Q-TOF-MS/MS) enabled the identi�cation of proteins
as potential quality indicators of the beef with DFD defects.

Conclusions. The research showed that the quality and pro�le of pork proteins were inu-
enced by the cooling process. The cooling of samples C at a rate of 0.27�C/min resulted in
meat shrink, which signi�cantly deteriorated the water-holding capacity and tenderness
of the meat. It is recommended to use the maximum cooling rate of 0.15�C/min to ensure
the desirable quality traits of pork. Myosin heavy chains (MHC) are particularly impor-
tant in explaining the causes of cooler shrink. Bands with a mass greater than 250 kDa,
which were observed as early as after 45 minutes post mortem, pointed to an increase in
the cross-linking of MHC. This e�ect is most likely to have been caused by the interaction
with degradation products or other proteins. It favoured the sti�ening of the muscle �bre
structures. The centrifugal drip proteins, such as titin T2 and titin T1 degradation pro-
ducts, amylo-alpha-1,6-glucosidase, an unidenti�ed band directly above phosphorylase b,
6-phosphofructokinase, pyruvate kinase, and lactate dehydrogenase, may be potential in-
dicators assessing the quality of pork cooled down at di�erent rates. The cooling process
caused signi�cant changes in muscle proteins assessed with the western blot analysis,
titin, myosin heavy chains, troponin T, and GAPDH. The changes resulted from the pro-
teolysis, degradation, and aggregation processes, which inuenced the structure of the
cytoskeleton of muscle �bres through various protein-protein interactions. The observed
changes in the proteins inuenced the quality of pork, its water-holding capacity, and
tenderness.
The UHPLC-Q-TOF-MS/MS technique and the analysis based on the multivariate
OPLS-DA model enabled the identi�cation of 12 proteins of the greatest signi�cance
for the di�erentiation between normal quality beef (RFN) and beef with the DFD defect.
The group of potential protein and peptide indicators of the RFN and DFD meat quality
included alpha- and beta-enolase, cysteine- and glycine-rich protein, protein of the third
PDZ and LIM domains, 6-phosphofructokinase, heat shock proteins beta-1 and beta-6,
L-lactate dehydrogenase A chain, creatine kinase M-type, myoglobin, protein-1-binding
phosphatidylethanolamine, and troponin-T.

Keywords: proteins, peptides, meat quality, cooling, DFD defect, SDS-PAGE electropho-
resis, Western blot, UHPLC-Q-TOF MS/MS
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WYKAZ SKRÓTÓW I SYMBOLI

AP { fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase)
BSA { surowicza albumina wo“owa (ang. bovine serum albumin)
DFD { miƒso z wad¡ DFD ciemne, twarde, suche (ang. dark, �rm, dry)
GAPDH { dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang.

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
HSP { bia“ka szoku cieplnego (ang. heat shock protein)
I-P { immobilon { P, membrana do transferu bia“ek (ang. transfer

membrane)
MHC { “a«cuchy ciƒ»kie miozyny (ang. myosin heavy chains)
MLC { “a«cuchy lekkie miozyny (ang. myosin light chains)
MW { masa cz¡steczkowa (ang. molecular weight)
PE { przewodno–¢ elektryczna (ang. electrical conductivity)
pI { punkt izoelektryczny (ang. isoelectric point)
pm { po uboju, “ac. post mortem (ang. after slaugther)
RFN { miƒso normalnej jako–ci, czerwone, jƒdrne, normalne (ang. red,

�rm, normal)
SB { bufor do barwienia (ang. staining bu�er)
SDS-PAGE { elektroforeza w »elu poliakrylamidowym z sol¡ sodow¡ kwasu

dodecylosiarkowego (ang. polyacrylamide gel electrophoresis with
sodium dodecyl sulfate)

TB { bufor do transferu (ang. transfer bu�er)
TBS { bufor { sól �zjologiczna buforowana trisem (ang. tris bu�ered

saline)
TBST { bufor { sól �zjologiczna buforowana trisem z Tween 20 (ang. tris

bu�ered saline with Tween 20)
Tn-T { troponina-T (ang. troponin-T)
VFC { bardzo szybkie wych“adzanie (ang. very fast chilling)
WBC { zdolno–¢ zatrzymywania wody (ang. water binding capacity)
WHC { zdolno–¢ wi¡zania wody w“asnej (ang. water holding capacity)
WBSF { si“a ciƒcia (ang. Warner-Bratzler shear force)





1. WST�P

Bia“ka miƒsa stanowi¡ przedmiot zainteresowa« wielu naukowców, jednak ich
szczegó“owa identy�kacja, wielokierunkowo–¢ zmian, jakim podlegaj¡ i mechani-
zmy reakcji, w których aktywnie uczestnicz¡, nie s¡ jeszcze dok“adnie poznane.

Bia“ka miƒ–niowe s¡ analizowane w szerokim aspekcie czynników wp“ywaj¡cych
na ich ekspresjƒ. Do znacznie rzadszych nale»¡ badania oceniaj¡ce wp“yw procesu
wych“adzania na zmiany udzia“u bia“ek miƒ–niowych. To zagadnienie by“o przed-
miotem tylko nielicznych doniesie« (Pomponio i in., 2018) i w tym zakresie wymaga
uzupe“nienia. Poubojowe wych“adzanie tusz zwierz¡t rze„nych poprzedza proces
dojrzewania miƒsa. Etap ten jest wa»nym elementem procesu produkcyjnego, ze
wzglƒdu na fakt istotnego oddzia“ywania na jako–¢ pozyskanego surowca miƒsnego,
w tym na wielko–¢ wycieku swobodnego z miƒsa oraz jego krucho–¢. Obecnie tusze
–wi« coraz czƒ–ciej s¡ wych“adzane przy wykorzystaniu tzw. szoku ch“odniczego,
którego konsekwencj¡ mo»e by¢ zbyt szybkie obni»enie temperatury miƒ–ni, przy
stosunkowo wysokiej warto–ci pH (6,0{6,3) i wyst¡pienie zjawiska skurczu ch“od-
niczego.

Zmiany bia“ek w czasie dojrzewania miƒsa determinowane s¡ przebiegiem pro-
cesu glikolizy. Stopie« obni»enia pH zale»y silnie od ilo–ci glikogenu obecnego
w miƒ–niach przed ubojem. Zwiƒkszona aktywno–¢ zwierz¡t w czasie poprzedza-
j¡cym ubój zmniejsza rezerwy glikogenu w miƒsie i ogranicza zakres poubojowej
glikolizy. Skutkuje to wiƒksz¡ czƒsto–ci¡ wystƒpowania odchylenia jako–ciowego
typu DFD (ang. dark, �rm, dry { ciemne, twarde, suche). Mimo do–¢ obszernych
danych zwi¡zanych z ocen¡ bia“ek miƒsa byd“a dotychczas nie zwracano uwagi
na powi¡zanie ich wystƒpowania z wad¡ DFD. G“ówne zainteresowanie by“o sku-
pione na analizie mo»liwo–ci wczesnego prognozowania krucho–ci miƒsa wo“owego
na podstawie pro�lu jego bia“ek (Picard i in., 2015; Oh i in., 2019; Picard i Gaga-
oua, 2020).

Obserwacje bia“ek w miƒsie o obni»onej jako–ci (DFD) by“y przedmiotem nie-
licznych prac. S¡ zagadnieniem nie do ko«ca poznanym i wymagaj¡ dalszych ba-
da«. Pulford i in. (2008) ocenili zmiany bia“ek miƒsa w zale»no–ci od jego pH.
Podobnie jak Lomiwes i in. (2014b), Mahmood i in. (2018), Oh i in. (2019) g“ówn¡
uwagƒ skierowali oni na bia“ka szoku cieplnego oraz zale»no–¢ miƒdzy ich wystƒpo-
waniem a jako–ci¡ miƒsa. Cytowani wy»ej autorzy identy�kowali bia“ka wybrane
z »elu po elektroforezie dwukierunkowej. W niniejszych badaniach w“asnych posta-
nowiono zwróci¢ uwagƒ na bia“ka, których obecno–¢ jest zwi¡zana nie tylko z pH
miƒsa, ale konkretnie z wystƒpowaniem wady DFD. Zaproponowano równie» od-
mienne podej–cie analityczne, zak“adaj¡ce identy�kacjƒ technik¡ wysokorozdziel-
czej tandemowej spektrometrii mas sprzƒ»onej z wysokosprawn¡ chromatogra�¡
cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS wszystkich bia“ek i peptydów zawartych w eks-
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traktach, tzn. z pominiƒciem rozdzia“u przy wykorzystaniu elektroforezy. Przemys“
miƒsny zainteresowany jest przy»yciowym testem dotycz¡cym analizy okre–lonych
bia“ek, na podstawie którego w przysz“o–ci mo»liwe bƒdzie wyeliminowanie byd“a
obarczonego wystƒpowaniem wady DFD przed ubojem i ograniczenie strat zak“a-
dów miƒsnych.

Bia“ka odzwierciedlaj¡ obraz zmian, jakim podlegaj¡ miƒ–nie w procesie kon-
wersji w miƒso podczas dojrzewania poubojowego i zale»¡ od tempa przemian
poubojowych determinowanych procesem wych“adzania oraz wystƒpowaniem od-
chylenia jako–ciowego DFD. Celem pracy by“a analiza bia“ek miƒ–niowych jako
potencjalnych wska„ników jako–ci, ze szczególnym uwzglƒdnieniem wodoch“onno-
–ci i krucho–ci miƒsa wieprzowego wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ oraz
miƒsa byd“a z wad¡ DFD.



2. PRZEGL�D PI�MIENNICTWA

Przedmiotem intensywnego zainteresowania wielu o–rodków badawczych jest po-
zyskanie surowca miƒsnego, którego cechy pozwalaj¡ na spe“nienie oczekiwa« za-
równo producentów, jak i konsumentów. Ze wzglƒdu na wysok¡ warto–¢ od»ywcz¡
oraz po»¡dane w“a–ciwo–ci �zykochemiczne i sensoryczne miƒso kulinarne o dobrej,
powtarzalnej jako–ci jest poszukiwane przez potencjalnych nabywców. Szeroko ro-
zumiana jako–¢ mo»e by¢ de�niowana w bardzo ró»ny sposób. Termin ten najczƒ-
–ciej obejmuje warto–¢ od»ywcz¡, w“a–ciwo–ci technologiczne, cechy sensoryczne
i aspekty bezpiecze«stwa zdrowotnego »ywno–ci (Hofmann, 1994; Kau�man, 1996;
Olsen, 1997; Przybylski i in., 2016).

Na warto–¢ od»ywcz¡ miƒsa chudego sk“adaj¡ siƒ przede wszystkim zawar-
to–¢ pe“nowarto–ciowego bia“ka bogatego w aminokwasy egzogenne, peptydów
biologicznie aktywnych, witamin (szczególnie z grupy B), sk“adników mineral-
nych (g“ównie potasu, fosforu, siarki, sodu, chloru, »elaza, cynku, jodu, kobaltu,
miedzi, manganu i selenu), a tak»e wysoka strawno–¢ i biodostƒpno–¢ sk“adników
niezbƒdnych dla prawid“owego rozwoju organizmu. Sensoryczne atrybuty jako–ci
miƒsa de�niowane s¡ najczƒ–ciej w kategoriach akceptacji konsumenckiej i obej-
muj¡ przede wszystkim krucho–¢, zapach, soczysto–¢ i smak (Robbins i in., 2003;
Grze– i in., 2017; Warner i in., 2017). Oczekiwania konsumentów zwi¡zane s¡ te»
z odpowiednim wygl¡dem: barw¡, ilo–ci¡ t“uszczu i obecno–ci¡ widocznej tkanki
“¡cznej (Brewer i Novakofski, 2008). Krucho–¢ i tekstura odgrywaj¡ wa»niejsz¡ rolƒ
w przypadku wo“owiny, a na wodoch“onno–¢ { wyznaczan¡ równie» na podstawie
wielko–ci wycieku naturalnego soku miƒ–niowego { zwraca siƒ wiƒksz¡ uwagƒ przy
ocenie miƒsa wieprzowego. W“a–ciwo–ci technologiczne { takie jak tekstura, struk-
tura, konsystencja, zawarto–¢ i zwi¡zanie wody { wskazywane s¡ jako nadrzƒdne,
szczególnie w przypadku produktów poddawanych obróbce termicznej. Natomiast
bezpiecze«stwo zdrowotne miƒsa okre–lane jest przez obecno–¢ mikroorganizmów
i toksyn, warto–¢ pH, aktywno–¢ wody, potencja“ oksydoredukcyjny, dodatki oraz
inne zanieczyszczenia.

Bia“ka miƒ–niowe to interesuj¡ce zwi¡zki, zró»nicowane pod wzglƒdem budowy
i pe“nionych funkcji. Dzieli siƒ je na trzy g“ówne grupy { bia“ka mio�brylarne
(w–ród których wyró»nia siƒ bia“ka kurczliwe, cytoszkieletowe i regulatorowe),
bia“ka sarkoplazmatyczne i bia“ka “¡cznotkankowe (Pospiech i in., 2003b; Pospiech
i in., 2011). Ilo–¢ konkretnych bia“ek w ramach wymienionych powy»ej grup, od-
mienno–¢ ich ekspresji pod wp“ywem ró»nych czynników, w tym procesu wych“a-
dzania czy stresu przedubojowego powoduj¡cego wystƒpowanie wady DFD, w du-
»ym stopniu mog¡ determinowa¢ zmiany zachodz¡ce w miƒsie podczas ch“odni-
czego przechowywania i wymagaj¡ szczególnej uwagi. Wyniki bada« wskazuj¡, »e
postƒpy w genomice i proteomice oferuj¡ mo»liwo–¢ lepszego zrozumienia procesu
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konwersji miƒ–ni w miƒso i jego wp“ywu na cechy jako–ci, tj. pH, barwƒ (L*a*b*)
(Di Luca i in., 2011; Picard i in., 2015; Sierra i in., 2012) oraz krucho–¢ i wodo-
ch“onno–¢ miƒsa (Franco i in., 2015; Zeng i in., 2017).

Bia“ka mio�brylarne budz¡ce najwiƒksze zainteresowanie to przede wszystkim
titina, troponina-T, nebulina i desmina, gdy» ulegaj¡ one proteolizie podczas po-
ubojowego dojrzewania. Zmiany udzia“u bia“ek mio�brylarnych wi¡zano z w“a–ci-
wo–ciami miƒsa, tj. wodoch“onno–ci¡ i krucho–ci¡ (Pospiech i in., 2000; Grze– i in.,
2010; Iwanowska i in., 2010a; Zaj¡c i in., 2016; Grze– i in., 2017; Zeng i in., 2017).
Stopie« proteolizy bia“ek mio�brylarnych by“ czƒsto badany jako „ród“o biomarke-
rów cech jako–ci sensorycznej, zw“aszcza tekstury miƒsa (Kemp i in., 2010; Ouali
i in., 2013; Hopkins i Geesink, 2009; �elechowska i in., 2012).

Drug¡ grupƒ bia“ek obecnych w miƒsie stanowi¡ bia“ka sarkoplazmatyczne.
W wiƒkszo–ci s¡ to enzymy glikolityczne, proteolityczne i mioglobina (Marino i in.,
2014). Niektóre badania koncentrowa“y siƒ na analizie powi¡za« miƒdzy pro�lem
bia“ek sarkoplazmatycznych a jako–ci¡ miƒsa (Laville i in., 2005; Miko“ajczak i in.,
2005a; Sierra i in., 2012; Marino i in., 2014; Canto i in., 2015; Gao i in., 2016). Jak
stwierdzili Sierra i in. (2012) degradacja lub utlenianie bia“ek sarkoplazmatycznych
mo»e dostarczy¢ u»ytecznych informacji na temat poubojowego procesu konwersji
miƒ–ni w miƒso i jego wp“ywu na jako–¢.

Wcze–niejsze badania z u»yciem elektroforezy SDS-PAGE oraz analiza tech-
nik¡ spektrometrii mas wykaza“y, »e sok miƒ–niowy jest bogatym „ród“em bia“ek
sarkoplazmatycznych, które s¡ potencjalnymi biomarkerami procesu dojrzewania
i cech jako–ci miƒsa, takich jak zdolno–¢ do wi¡zania wody, stabilno–¢ barwy, kru-
cho–¢ i wyró»niki sensoryczne (Di Luca i in., 2011, 2013a, 2013b; Sierra i in., 2012;
Ouali i in., 2013; Bowker i in., 2014; Marino i in., 2014; Gao i in., 2016; Canto
i in., 2015; Picard i in., 2015; Nair i in., 2016). Na podstawie ilo–ci sze–ciu frag-
mentów bia“ek strukturalnych i metabolicznych, tj. 4 fragmentów troponiny-T,
troponiny-I i dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, obecnych w ekstrak-
tach w czasie pierwszych 24 h pm, mo»liwe by“o przewidywanie krucho–ci (mie-
rzonej jako maksymalna si“a ciƒcia, ang. Warner-Bratzler shear force, WBSF) po
7 dniach przechowywania miƒsa byd“a biotypu Ternera Asturiana (pochodz¡cego
od ras Asturiana de los Valles i Asturiana de la Monta~na, oznaczonego jako Chro-
nione Oznaczenie Geogra�czne) oraz wskazanie biotypów o zró»nicowanym tem-
pie procesu kruszenia (Sierra i in., 2012). Di Luca i in. (2011) analizuj¡c bia“ka
soku miƒ–niowego w grupach o zró»nicowanej warto–ci pH i wielko–ci ubytku soku
miƒ–niowego (ang. water holding capacity, WHC) wykazali, »e bia“ko szoku ciepl-
nego HSP70 mo»e by¢ potencjalnym wska„nikiem jako–ci miƒsa w warunkach prze-
mys“owych. Bowker i in. (2014) na podstawie wysokiej korelacji krucho–ci miƒsa
(WBSF) i bia“ek soku miƒ–niowego o masie 167 kDa, 97 kDa i 47 kDa wskazali
je jako potencjalne biomarkery dojrzewania poubojowego i krucho–ci wo“owiny.
Sorapukdee i in. (2013) podali, »e wysoka zawarto–¢ bia“ek sarkoplazmatycznych
w miƒsie –wi« jest skorelowana z mniejsz¡ utrat¡ wody i t“uszczu podczas obróbki
cieplnej i jest dodatnio skorelowana z cechami tekstury, takimi jak »ujno–¢, spój-
no–¢, elastyczno–¢ i twardo–¢ miƒsa. Ouali i in. (2013) oraz Bowker i in. (2014)
podali, »e niektóre enzymy szlaku glikolitycznego, takie jak fosforylaza b (PHb),
kinaza fosforylazy b (PHbK), fosfoglukomutaza (PGM), izomeraza trifosforanowa
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(TPI), dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH), kinaza fosfoglice-
rynianowa (PGAK), enolaza (EN), kinaza pirogronianowa (PK) i dehydrogenaza
mleczanowa (LDH), mog¡ by¢ stosowane jako potencjalne markery jako–ci senso-
rycznej miƒsa, szczególnie w odniesieniu do krucho–ci. Di Luca i in. (2011, 2013a)
wykazali, »e niektóre bia“ka sarkoplazmatyczne wycieku wirówkowego mog¡ by¢
markerami zdolno–ci wi¡zania wody (�68 kDa) i procesu dojrzewania. Jako poten-
cjalne markery wskazano bia“ka o masach �83 kDa, �68 kDa �63 kDa, �42 kDa
i �31 kDa. Ponadto zmiany udzia“u wielu bia“ek sarkoplazmatycznych, w tym
beta-enolazy (EN), aldolazy B bisfosforanu fruktozy (ALD), kinazy kreatynowej,
GAPDH i dehydrogenazy trójfosforanowej wystƒpuj¡cych w tkance miƒ–niowej s¡
wska„nikami poubojowego dojrzewania miƒsa (Di Luca i in., 2013b; Marino i in.,
2014).

Wyniki bada« eksperymentalnych wskazuj¡ równie» na zwi¡zek miƒdzy obecno-
–ci¡ niektórych bia“ek sarkoplazmatycznych a stabilno–ci¡ barwy wo“owiny (Canto
i in., 2015), (Gao i in., 2016) i miƒsa owczego (Nair i in., 2016). Zaliczana do powy»-
szej grupy mioglobina o masie cz¡steczkowej 17,8 kDa odgrywa najwa»niejsz¡ rolƒ
w kszta“towaniu barwy miƒsa. W –wie»ym miƒsie wystƒpuje jako oksymioglobina
(OMb) i dezoksymioglobina (DMb) { formy »elazawe, które mog¡ ulec utlenie-
niu do stanu »elazowego metmioglobiny (MMb). W mioglobinie czƒ–¢ globularna
chroni »elazo hemowe przed zewnƒtrznym utlenianiem (Suman i Joseph, 2013).
Bezpo–rednie utlenianie »elaza i oksydacyjna mody�kacja globiny mo»e spowodo-
wa¢ utlenianie mioglobiny (Yin i in., 2011). Obserwowany wzrost zawarto–ci MMb
wskazuje na utlenienie mioglobiny podczas przechowywania. Zwykle w –wie»ym
miƒsie MMb mo»e by¢ ponownie zredukowana do DMb i OMb ze wzglƒdu na ist-
nienie reduktazy metmioglobiny (MRE). Jednak aktywno–¢ MRE zmniejsza siƒ,
gdy miƒso dojrzewa lub jest mro»one (Alonso i in., 2016).

Wyniki bada« miƒsa loszek (linii Na��ma z knurami z linii P76) objƒtych pro-
gramem eliminacji genów niekorzystnie wp“ywaj¡cych na jako–¢ miƒsa (RYR1T

i RN�) pokaza“y, »e bia“ka sarkoplazmatyczne wystƒpuj¡ce w soku miƒ–niowym
(takie jak fosforylaza, fosfofruktokinaza, enolaza, kinaza kreatynowa, aldolaza, mu-
taza fosfoglicerynianowa) wykazuj¡ wysok¡ korelacjƒ z warto–ci¡ pH, parametrami
barwy, cechami sensorycznymi (tj. krucho–ci¡ i intensywno–ci¡ zapachu), zawarto-
–ci¡ glukozy, bia“ka i t“uszczu –ródmiƒ–niowego. Powy»sze zale»no–ci obserwowano
w tkance miƒ–niowej po uboju, a bia“ka miƒsa s¡ potencjalnymi wska„nikami jego
dojrzewania (Przybylski i in., 2016). Ponadto na podstawie analizy kanonicznej
wskazano grupy kilku bia“ek soku miƒ–niowego, które mog¡ by¢ potencjalnymi
markerami w ocenie cech jako–ciowych miƒsa, takich jak warto–¢ pH24, parametry
barwy (L*a*b*), stƒ»enie glikogenu i kwasu mlekowego (Montowska i in., 2009;
Przybylski i in., 2016, Grze– i in., 2017). Wed“ug Marino i in. (2014) wiƒksze uwal-
nianie bia“ek mio�brylarnych, takich jak “a«cuchy lekkie miozyny, troponina-T
i tropomiozyna do frakcji rozpuszczalnej, mo»e wskazywa¢ na bardziej intensywn¡
proteolizƒ miƒsa byd“a rasy podolskiej.

Dane literaturowe dotycz¡ce czynników determinuj¡cych jako–¢ miƒsa s¡ coraz
bogatsze. Wskazuj¡ one na wa»ne oddzia“ywanie uwarunkowa« przedubojowych
i poubojowych. Zwraca siƒ uwagƒ na wiek, p“e¢, masƒ tuszy, miƒsno–¢, poziom
t“uszczu –ródmiƒ–niowego (Rosenvold i Andersen, 2003; Ngapo i Gariepy, 2008;
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Wood in., 2008; Channon i Warner, 2011), dobór genotypów zwierz¡t, predyspo-
zycje genetyczne { w szczególno–ci zwi¡zane z mutacjami ró»nych genów, m.in.
RYR1, RN�, PRKAG3, kalpastatyny, t“uszczu –ródmiƒ–niowego (HFABP), mio-
geniny i miostatyny, kinazy pirogronianowej (PKM2) w szlaku glikolizy, GLUT4
{ uczestnicz¡cego w transporcie glukozy oraz na ich interakcje. Kolejn¡ grupƒ
stanowi¡ czynniki –rodowiskowe, obejmuj¡ce warunki hodowli i chowu zwi¡zane
ze stosowanym systemem »ywienia i doborem sk“adników pasz oraz z transpor-
tem, w“¡czaj¡c etapy za“adunku, roz“adunku, jego odleg“o–¢ i warunki klimatyczne
podczas obrotu »ywcem (Przybylski i in., 2015; Claussen, 2011). Wiele osi¡gniƒ¢
naukowych i technologicznych doprowadzi“o do poprawy dobrostanu zwierz¡t, do-
skonalenia strategii »ywienia i wprowadzania innowacji w procesie uboju, w konse-
kwencji powoduj¡c poprawƒ jako–ci miƒsa oferowanego na rynku (Przybylski i in.,
2015). W Polsce, podobnie jak w innych krajach, funkcjonuj¡ systemy sprzyjaj¡ce
produkcji wysokiej jako–ci wieprzowiny PQS (Pork Quality System) czy wo“owiny
QMP (Quality Meat Program), wspierane przez ustawodawstwo pa«stwa oraz pod-
legaj¡ce niezale»nej kontroli (Dz. U. z 2015, poz. 349).

Wych“adzanie tusz ma na celu zapewnienie bezpiecze«stwa »ywno–ci i wyd“u-
»enie okresu przydatno–ci do spo»ycia. Zale»no–¢ miƒdzy warto–ci¡ pH i tempem
obni»enia temperatury tusz stanowi realnie udokumentowane odzwierciedlenie ja-
ko–ci wieprzowiny (Bertram i in., 2003). Rozpoczƒcie wych“adzania tusz w mo»liwie
krótkim czasie po wykrwawieniu jest jednym ze sposobów skutecznego obni»enia
temperatury, a w konsekwencji wolniejszych zmian warto–ci pH. Dziƒki szybkiemu
sch“adzaniu miƒsa mo»na zminimalizowa¢ wyst¡pienie jednocze–nie wysokiej tem-
peratury >35�C i niskiej warto–ci pH <5,8, sprzyjaj¡cych wystƒpowaniu odchyle«
jako–ciowych. Szybkie obni»enie temperatury miƒsa powoduje spowolnienie proce-
sów metabolicznych i tempa spadku pH. Ograniczony zostaje stopie« denaturacji
mioglobiny i innych bia“ek, nastƒpuje poprawa barwy i zdolno–ci zatrzymywania
wody przez miƒso (van der Wal i in., 1995; Bertram i in., 2003). St¡d wczesne ch“o-
dzenie prowadzone z odpowiedni¡ szybko–ci¡, w sposób zapewniaj¡cy optymalne
tempo obni»enia temperatury przy jednoczesnym proporcjonalnym spadku warto-
–ci pH, ogranicza skurcz w“ókien i sprzyja uzyskaniu miƒsa cechuj¡cego siƒ dobr¡
jako–ci¡. Jednocze–nie mo»e zapobiec wystƒpowaniu miƒsa wadliwego typu PSE
(ang. pale, soft, exudative), okre–lanego jako blade, miƒkkie i ciekn¡ce. Jednak
w przypadku miƒsa PSE spowodowanego obecno–ci¡ genu RYR1 szybkie zmniej-
szenie temperatury tusz zwykle nie jest wystarczaj¡ce, aby skutecznie ograniczy¢
tempo spadku warto–ci pH miƒ–ni i zapobiec denaturacji bia“ek (Eilert, 1997).

Intensywne obni»anie temperatury miƒ–ni, gdy proces glikolizy nie jest jeszcze
zako«czony, mo»e prowadzi¢ do skurczu ch“odniczego miƒ–ni. Zjawisko to naj-
czƒ–ciej zachodzi wówczas, gdy temperatura w miƒ–niach jest poni»ej 10{12�C,
a warto–¢ pH utrzymuje siƒ powy»ej 6,0{6,3. Powy»sze zakresy temperatury i pH
zale»¡ od rodzaju w“ókien miƒ–niowych, które dominuj¡ w analizowanych miƒ-
–niach. Przy wiƒkszej ilo–ci w“ókien czerwonych prawdopodobie«stwo wyst¡pienia
superkontrakcji miƒ–ni jest wiƒksze przy wy»szych warto–ciach pH. W miƒ–niach
o du»ym udziale w“ókien bia“ych lub po–rednich wywo“anie zjawiska skurczu ch“od-
niczego mo»e by¢ obserwowane w pobli»u temperatur o ni»szej warto–ci, tj. 10�C.
Problem ten dotyczy nie tylko miƒ–ni byd“a i owiec, dla których zjawisko to jest
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znane ju» od dawna, ale tak»e –wi«, szczególnie o wysokiej miƒsno–ci. W tym przy-
padku warstwa zewnƒtrzna, któr¡ stanowi przede wszystkim s“onina, jest cienka
i chroni miƒ–nie w tuszy przed ch“odem w bardzo ograniczonym stopniu.

Zwrócenie uwagi na powy»sze zjawisko jest wa»ne, poniewa» tusze –wi« bardzo
czƒsto wych“adza siƒ, stosuj¡c tzw. szok ch“odniczy. Podczas tego zabiegu pocz¡t-
kowa temperatura w tunelu wynosi ok. �23�C. Pierwotnie wysoka miƒsno–¢ by“a
kojarzona z wystƒpowaniem wodnisto–ci, której powstawanie mo»na by“o ograni-
czy¢, stosuj¡c szybkie wych“adzanie, a nawet zamra»anie. Obecnie postƒp w ho-
dowli sprawi“, »e wyeliminowano –winie o du»ej miƒsno–ci obarczone genem podat-
no–ci na stres, a w rezultacie przy zachowaniu dobrostanu zwierz¡t podczas obrotu
oko“oubojowego przyspieszona glikoliza jest zjawiskiem rzadkim. Natomiast wyko-
rzystanie ultraszybkiego wych“adzania mo»e zwiƒksza¢ ryzyko pogorszenia jako–ci
i wodoch“onno–ci miƒsa. Badania na tuszach –wi«, miesza«ców landrace i yorkshire
krzy»owanych z ras¡ duroc (LxY)xD (wolnych od genów podatno–ci na stres) oraz
z ras¡ hampshire (LxY)xH, które by“y nosicielami genu miƒsa kwa–nego (RN�),
dowiod“y, »e miƒso miesza«ców pierwszej grupy wych“adzane powoli charakteryzo-
wa“o siƒ lepsz¡ jako–ci¡ (Miszczuk, 2009). Czƒsto–¢ wystƒpowania miƒsa z wycie-
kiem mniejszym ni» 6% po 48 godzinach po uboju w grupie (LxY)xD by“a istotnie
wiƒksza w porównaniu z miesza«cami (LxY)xH. Wykazano jednak, »e szybkie wy-
ch“adzanie zwiƒkszy“o udzia“ tusz o obni»onym wycieku (< 6%) w przypadku –wi«
(LxY)xH z 60% do oko“o 50%, a zwiƒkszy“o udzia“ tusz z miƒsem o wiƒkszym wy-
cieku (> 6%) w przypadku genotypu (LxY)xD z 11% do ok. 22%. Do–wiadczenie to
potwierdzi“o, »e d¡»¡c do wyeliminowania wad miƒsa i zmniejszenia wycieku soku
miƒ–niowego, przy uwzglƒdnieniu oddzia“ywania czynników genetycznych negatyw-
nie oddzia“uj¡cych na jako–¢, nale»y ogranicza¢ szybkie wych“adzanie (Miszczuk,
2009). Podobne wnioski dotycz¡ce istotnego wp“ywu temperatury wych“adzania
poubojowego na powstawanie miƒsa PSE u kurcz¡t i jednocze–nie unikania zbyt
szybkiego wych“adzania miƒ–ni wysun¡“ Barbut (2009).

Szybko–¢ wych“adzania wp“ywa na tempo zmian glikolitycznych w tkance miƒ-
–niowej po uboju i w ten sposób oddzia“uje na jako–¢ miƒsa wieprzowego (Jo-
sell i in., 2003; Zybert i in., 2007; Iwa«ska i in., 2016; Marino i in., 2013, 2014;
Ouali i in., 2013; Picard i in., 2015). Glikogen jest dominuj¡cym wƒglowodanem
w miƒ–niach i g“ównym paliwem metabolicznym dla beztlenowej glikolizy, która
ma miejsce pm, gdy miƒ–nie nie s¡ ju» zaopatrywane w tlen. Szybko–¢ glikolizy
i okres wst¡pienia w stan stƒ»enia po–miertnego jest ró»ny dla poszczególnych ga-
tunków zwierz¡t i miƒ–ni. Wyniki wielu bada« wskazuj¡ na oddzia“ywanie aktyw-
no–ci enzymów glikolitycznych na szybko–¢ glikolizy pm. Wp“ywaj¡ one na tempo
i zakres metabolizmu poubojowego, w konsekwencji przyczyniaj¡c siƒ do kszta“to-
wania w“a–ciwo–ci miƒsa, takich jak barwa, zdolno–¢ wi¡zania wody (WHC), kru-
cho–¢ i wyró»niki sensoryczne, w tym smakowito–¢. Cechy te determinuj¡ równie»
kierunki jego pó„niejszego przeznaczenia do wykorzystania w produkcji »ywno–ci
(P�os�o i Puolanne, 2005; Hu�-Lonergan i in., 2010; Kyl�a-Puhju i in. 2005; Zhu i in.,
2013; Copenhafer i in. 2006; Krischek i in., 2011).

Dane literaturowe wskazuj¡, »e proces wych“adzania poubojowego tusz wp“ywa
na barwƒ i wodoch“onno–¢ miƒsa (Hu�-Lonergan i in., 2005). Wiadomo, »e we
wczesnym etapie po uboju wysoka temperatura przy niskiej warto–ci pH powo-
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duje denaturacjƒ bia“ek. Zwiƒksza to rozpraszanie –wiat“a w miƒ–niach (Lawrie,
1998; Swatland, 1993), bezpo–rednio przyczyniaj¡c siƒ do wiƒkszej jasno–ci (L*),
a tak»e do mniejszej zdolno–ci zatrzymywania wody. Wyniki bada« sugeruj¡, »e
bia“ka sarkoplazmatyczne mog¡ by¢ denaturowane i zwi¡zane z bia“kami mio�bry-
larnymi w miƒ–niach, w których ch“odzenie nastƒpowa“o po inkubacji w temp. 40�C
przez 4 h. Wykazano, »e szybkie sch“adzanie minimalizowa“o przemiany bia“ek i po-
prawia“o jako–¢ miƒsa. Wyniki bada« miƒ–ni brojlerów dowiod“y, »e denaturacja
bia“ek sarkoplazmatycznych mo»e powodowa¢ ich koagulacjƒ na bia“kach mio�bry-
larnych (Zhu i in., 2011), co wp“ynƒ“o na interakcjƒ pomiƒdzy powierzchni¡ bia“ka
a otaczaj¡c¡ faz¡ wodn¡, zmniejszaj¡c w ten sposób zdolno–¢ zatrzymania wody
przez miƒso (Puolanne i Halonen, 2010). Ponadto stwierdzono, »e wysoka tempe-
ratura we wczesnym okresie po–miertnym mo»e mie¢ wp“yw na aktywacjƒ kinazy
bia“kowej aktywowanej AMP (AMPK), kluczowego enzymu kontroluj¡cego wcze-
sn¡ poubojow¡ szybko–¢ glikolizy. Zrozumienie powy»szych procesów mo»e pomóc
w wyja–nieniu wystƒpowania miƒ–ni jasnych, o niskiej wodoch“onno–ci (England
i in., 2013).

Bertram i in. (2003), wykorzystuj¡c NMR (magnetyczny rezonans j¡drowy),
wykazali, »e szybkie wych“adzanie poprawia wodoch“onno–¢ przez zmniejszone
gromadzenie siƒ wody pozaw“ókienkowej (extra-mio�brillar) w miƒsie pm. Ró»nice
w ilo–ci wody pozaw“ókienkowej i jej akumulacja w du»ym stopniu zale»¡ od czasu,
w którym ma miejsce zaburzenie integralno–ci b“ony komórkowej. Szybkie ch“odze-
nie prawdopodobnie oddzia“uje na bia“ka, zmieniaj¡c dynamikƒ przemieszczania
siƒ wody w miƒ–niach, w przestrzeni pozamio�brylarnej. Tym samym ogranicza to
gromadzenie siƒ soku miƒ–niowego, co równie» czƒ–ciowo odzwierciedla mniejsza
ilo–¢ wycieku wirówkowego z miƒ–ni.

Zarówno w przypadku miƒsa wieprzowego, jak i wo“owego wa»nym wyró»ni-
kiem jego jako–ci jest krucho–¢ (Moeller i in., 2009; Hocquette i in., 2012). Lepetit
i Culioli (1994) zde�niowali krucho–¢ miƒsa jako g“ówny wyró»nik jako–ci senso-
rycznej obok soczysto–ci i smaku. Nale»y ona do w“a–ciwo–ci mechanicznych i mo»e
by¢ oceniana równie» na podstawie instrumentalnego pomiaru warto–ci si“y ciƒcia
(WBSF). D“ugo–¢ sarkomerów, zawarto–¢ tkanki “¡cznej i zmiany bia“ek miƒ–nio-
wych w du»ym stopniu wyja–niaj¡ ró»nice we w“a–ciwo–ciach miƒsa, w tym jego
krucho–ci. Zró»nicowanie tempa i zasiƒgu zmian w procesie dojrzewania wi¡»e siƒ
z obni»eniem ilo–ci dostƒpnej energii oraz zmian¡ metabolizmu tlenowego na bez-
tlenowy, z jednoczesnym wytworzeniem kwasu mlekowego i w rezultacie obni»e-
niem warto–ci pH, wzrostem si“y jonowej i zmniejszeniem warunków redukuj¡cych
w komórkach. Powy»sze zmiany maj¡ znacz¡cy wp“yw na bia“ka miƒ–niowe, które
w czasie przechowywania miƒsa ulegaj¡ proteolizie, oksydacji i S-nitrozylacji. Me-
chanizmy biologiczne zaanga»owane w strukturalne i biochemiczne zmiany podczas
procesu dojrzewania odpowiedzialne za kszta“towanie jako–ci miƒsa nie s¡ jeszcze
do ko«ca poznane. Szybko–¢ procesu wych“adzania mo»e wp“ywa¢ równie» na kru-
cho–¢ miƒsa. Gdy temperatura tkanki spadnie do ekstremalnie niskiej warto–ci
przed ustaleniem ko«cowego pH, miƒso mo»e cechowa¢ ni»sza krucho–¢, zwi¡zana
ze zjawiskiem skurczu ch“odniczego (Jones i in., 1987; Jeremiah i in., 1992, Iwa«ska
i in., 2017).
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Bardzo niska temperatura miƒ–ni (< 10�) we wczesnym okresie pm destabili-
zuje zdolno–¢ siateczki sarkoplazmatycznej { czyli g“ównego miejsca magazynowa-
nia wapnia { do zatrzymywania jonów Ca+2 i wywo“uje superkontrakcjƒ miƒ–ni.
Nadmierny skurcz w“ókien powoduje wyparcie jonów Ca+2 z retikulum sarkopla-
zmatycznego. Jego efektem jest miƒsie« zbity i twardy. W ekstremalnych warun-
kach ch“odzenia temperatura miƒ–ni o ma“ej –rednicy, umiejscowionych w pobli»u
zewnƒtrznej czƒ–ci tuszy, spada szybciej ni» w miƒ–niach o wiƒkszej –rednicy. Mo»e
to równie» prowadzi¢ do ich skurczu ch“odniczego i w rezultacie do wiƒkszej twar-
do–ci miƒsa.

Warunki wych“adzania tusz w Polsce okre–lono w normie PN-A-07005:2006.
Podobnie jak w innych krajach Unii Europejskiej podlegaj¡ one równie» kontroli
zgodnie z rozporz¡dzeniem (WE) Nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady.
Ponadto czƒsto stanowi¡ jeden z krytycznych punktów kontroli systemu HACCP.
Wymagana temperatura tusz wieprzowych to 4�C po 24 godzinach od uboju,
a tusz wo“owych i baranich { 7�C przed przyst¡pieniem do rozbioru (Dz. Urz.,
L139, 2004).

W praktyce przemys“owej przy sch“adzaniu tusz powszechnie u»ywane s¡ trzy
systemy wych“adzania, tj. konwencjonalne { jednostopniowe, z nadmuchem (szyb-
kie, szokowe) { dwustopniowe i natryskowe. W mniejszym stopniu znajduje wyko-
rzystanie ch“odzenie kriogeniczne i zanurzeniowe z zastosowaniem solanek ch“odz¡-
cych. W wielu systemach konwencjonalnych stosuje siƒ temperaturƒ 1{4�C, przy
prƒdko–ci powietrza 0,5{1 m/s przez 24 h. Przy ch“odzeniu szokowym w pierwszym
stopniu stosowane jest powietrze o temperaturze od �10�C do �40�C i prƒdko–ci
1{5 m/s, przez 1 do 3 h. Drugi stopie« stanowi faza doch“adzania w powietrzu
o temp. ok. 2�C, przy prƒdko–ci przep“ywu 0,2 m/s i wilgotno–ci 90{95%. W ch“o-
dzeniu natryskowym okresowo { np. co 15 min przez 60 s { aplikuje siƒ wodƒ
o temp. 1{5�C w po“¡czeniu z ch“odzeniem powietrzem o prƒdko–ci 0,5{1 m/s
w czasie do 10 h (Borzuta, 2006; Savell i in., 2005). Wych“adzanie tusz jest klu-
czowym elementem procesu technologicznego pozyskiwania miƒsa (North i Lovatt,
2012). Ze wzglƒdu na zmienno–¢ surowca, jego masƒ, miƒsno–¢ zwi¡zan¡ ze stop-
niem ot“uszczenia i stosowanie ró»nych sposobów osza“amiania prowadzone s¡ ba-
dania oceny wp“ywu procesu wych“adzania na jako–¢ otrzymanego surowca oraz
jego efektywno–¢. Niektóre badania, uwzglƒdniaj¡c wiele czynników zmienno–ci,
koncentruj¡ siƒ na stworzeniu matematycznych modeli opisuj¡cych proces wych“a-
dzania (Hamoen i in., 2013, Vetharaniam i in., 2010). Ponadto wiele doniesie«
literaturowych wskazuje na aspekt ekonomiczny wych“adzania { ograniczenie wiel-
ko–ci strat masy tusz zwi¡zane z lepsz¡ wodoch“onno–ci¡ miƒsa przy jednoczesnym
uzyskaniu wysokiej jako–ci surowca miƒsnego (Janiszewski i in., 2018; Miszczuk,
2009; van der Wal i in., 1995).

Konwersja miƒ–ni w miƒso jest procesem z“o»onym, obejmuj¡cym wiele zmian
biochemicznych i �zycznych, w tym jako najwa»niejsze wymienia siƒ zmiany war-
to–ci pH, skurcz poubojowy miƒ–ni i proteolizƒ bia“ek. W miƒsie po wykrwawieniu
w wyniku beztlenowej glikolizy jako produkt ko«cowy tej reakcji gromadzi siƒ
kwas mlekowy, dlatego obserwowane jest zmniejszenie warto–ci pH. Podczas pra-
wid“owego przebiegu glikolizy proces skurczu poubojowego miƒ–ni (rigor mortis),
dominuj¡cy pod wzglƒdem wizualnym, rozpoczyna siƒ, gdy pomiƒdzy �lamentami
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miozyny i aktyny powstaj¡ sta“e wi¡zania poprzeczne i formowana jest aktomio-
zyna. Stƒ»enie poubojowe rozpoczyna siƒ w miƒsie normalnej jako–ci (RFN, ang.
red, �rm, normal) przy warto–ci pH 5,7{5,8 (Hannula i Puolanne, 2004). Pod-
czas pierwszej fazy stƒ»enia poubojowego, nazywanej prerigor, miƒ–nie mog¡ siƒ
kurczy¢ i rozkurcza¢ ze wzglƒdu na obecno–¢ glikogenu, tlenu zwi¡zanego z mioglo-
bin¡, a tak»e adenozynotrifosforanu (ATP). Dostƒpny ATP, wi¡»¡c siƒ w skompli-
kowanych reakcjach, w których uczestnicz¡ jony Ca+2 i Mg2+, pomaga od“¡czy¢
aktynƒ od miozyny, umo»liwiaj¡c rozlu„nienie miƒ–ni. Po pewnym czasie nastƒ-
puje jednak ograniczenie powstawania ATP, co jest sygna“em rozpoczynaj¡cej siƒ
fazy stƒ»enia poubojowego rigor mortis (Aberle i in., 2001). Zwykle przy»yciowe
pH w miƒ–niach z warto–ci ok. 7,0{7,2 spada po uboju do oko“o 5,3{5,8 (Smulders
i in., 1992). W skrajnych przypadkach takie obni»enie pH mo»e zaj¡¢ zaledwie 1 h.
Typowe zmniejszenie warto–ci pH do wskazanego poziomu dla wieprzowiny wystƒ-
puje w przedziale 6{12 godzin, natomiast w wo“owinie ustala siƒ zwykle po 18{40
godzinach (Smulders i in., 1992). W wielu badaniach ko«cowe pH czƒsto stwier-
dzano w przypadku wieprzowiny po 24 h od uboju (Di Luca i in., 2011; Sche�er
i in., 2013; Grze– i in., 2017), a nawet nieco pó„niej (Iwa«ska i in., 2016, 2017).
Natomiast w wo“owinie warto–¢ ta jest zwykle wyznaczana po 48 h pm (Silva i in.,
1999; Young i in., 2004a; Miko“ajczak i in., 2019).

Podczas poubojowego dojrzewania miƒsa bia“ka miƒ–niowe podlegaj¡ dzia“a-
niu proteaz tworz¡cych ró»ne systemy proteolityczne, do których zgodnie z po-
dzia“em ze wzglƒdu na lokalizacjƒ nale»¡ kalpainy (endopeptydazy cysteinowe),
katepsyny (enzymy lizosomalne), kaspazy, proteasom i inne proteazy, np. metalo-
proteinazy. Kalpainy to du»a rodzina wewn¡trzkomórkowych, obojƒtnych proteaz
cysteinowych. Do tej pory zidenty�kowano 14 kalpain, z których trzy { µ-kalpaina,
m-kalpaina i p94 (nCL-1 lub kalpaina 3) { tworz¡ uk“ad kalpain miƒ–ni szkiele-
towych (Goll i in., 2003). Enzymy µ-kalpaina i m-kalpaina s¡ proteazami akty-
wowanymi jonami wapnia, wymagaj¡cymi odpowiednio mikro- i milimolarnego
(odpowiednio 3{50 µM i 400{800 µM) stƒ»enia jonów wapnia Ca+2 (Goll i in.,
2003). Sk“adaj¡ siƒ z dwóch podjednostek, tj. katalitycznej o masie cz¡steczkowej
80 kDa i regulacyjnej o masie 30 kDa. Podjednostki regulacyjne s¡ takie same
w µ-kalpainie i m-kalpainie, natomiast podjednostki regulacyjne s¡ specy�czne dla
tych enzymów. Kalpainy zlokalizowane s¡ w sarkoplazmie komórek miƒ–niowych,
g“ównie na linii Z oraz w strefach A i I sarkomeru. Z rodzin¡ enzymów proteoli-
tycznych kalpain zwi¡zany jest endogenny inhibitor kalpainy, kalpastatyna (Wendt
i in., 2004). Kalpastatyna ma masƒ 76 kDa i zbudowana jest z piƒciu domen. Jest
bia“kiem termostabilnym i wi¡»e siƒ odwracalnie z µ- i m-kalpain¡ w obecno–ci
jonów Ca2+. Mechanizm dzia“ania kalpastatyny polega na hamowaniu proteoli-
tycznej aktywno–ci kalpain, ale równie» odbywa siƒ przez zablokowanie miejsca
regulatorowego, uniemo»liwiaj¡c ich wi¡zanie do b“ony komórkowej.

Kalpainy uzyskuj¡ optimum aktywno–ci w –rodowisku o pH ok. 7,2{8,2
i w temp. 25�C. Stopie« inaktywacji proteolitycznej µ-kalpainy wzrasta wraz z ob-
ni»aniem warto–ci pH (pH < 6,0), a jej aktywno–¢ ustaje po 72 h, w przeciwie«stwie
do stabilnej m-kalpainy (Barbut i in., 2008; Koohmaraie, 1988). Powszechnie przyj-
muje siƒ, »e proteolityczna aktywno–¢ kalpain przyczynia siƒ do kruszenia miƒsa
(Koohmaraie i Geesink, 2006; Sentandreu i in., 2002). Uwa»a siƒ, »e µ-kalpaina
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odpowiada za proces kruszenia miƒsa w pocz¡tkowej fazie, a m-kalpaina i inne
proteazy, w tym szczególnie katepsyny, warunkuj¡ proteolizƒ w pó„niejszym okre-
sie dojrzewania (Geesink i in., 2006; Pomponio i Ertbjerg, 2012; Mohrhauser i in.,
2014). Na aktywno–¢ kalpain wp“ywaj¡ procesy utleniania, które hamuj¡ tempo
poubojowej proteolizy bia“ek i ograniczaj¡ poprawƒ krucho–ci miƒsa. Zarówno µ-,
jak i m-kalpaina s¡ szczególnie podatne na inaktywacjƒ ze wzglƒdu na obecno–¢
w centrum aktywnym grupy tiolowej ({SH�) pochodz¡cej od reszt cysteiny (La-
metsch i in., 2008; Lund i in., 2011). Ponadto tworzenie wi¡za« sieciuj¡cych po-
miƒdzy bia“kami mio�brylarnymi, tj. “a«cuchem ciƒ»kim miozyny a titin¡, jak
równie» oksydacja enzymów proteolitycznych mog¡ przyczynia¢ siƒ do zmniejsza-
nia rozpuszczalno–ci bia“ek przez obni»enie zdolno–ci do dysocjacji, co wp“ywa
na zmniejszenie wodoch“onno–ci, soczysto–ci oraz krucho–ci miƒsa (Hu�-Lonergan
i in., 2010; Lund i in., 2011). Katepsyny wykazuj¡ aktywno–¢ enzymatyczn¡ wzglƒ-
dem miozyny, aktyny i �-aktyniny (Koohmaraie, 1996). Katepsyna L hydrolizuje
bia“ka mio�brylarne takie jak miozyna, aktyna, troponiny T, I, C, nebulina, ti-
tina i tropomiozyna, które ulegaj¡ degradacji w czasie poubojowego dojrzewania
(Mikami i in., 1987).

Proteasom, dawniej zwany kompleksem multikatalitycznej proteazy, nale»y do
enzymów nielizosomalnych wystƒpuj¡cych w miƒ–niach, których aktywno–¢ zale»y
od ATP. Mo»e jednak uczestniczy¢ w procesie poubojowej degradacji bia“ek bez
udzia“u ATP. Zaanga»owany jest w wewn¡trzkomórkow¡ przemianƒ bia“ek, po-
przez ich degradacjƒ oraz rozk“ad w cytozolu i j¡drze (Coux i in., 1996). Proteasom
jest bia“kiem globularnym o sta“ej sedymentacji 26S (ang. poteasome 26S). Sk“a-
daj¡ siƒ na nie dwie podjednostki, mianowicie struktura wielokatalityczna, rdzenna
20S o masie 700 kDa i aktywno–ci enzymu proteolitycznego oraz dwa reguluj¡ce
tƒ aktywno–¢ kompleksy 19S (Dahlmann i in., 2001, Zeng i in., 2017). Proteoliza
prowadzona przez proteasom polega na degradacji bia“ek sprzƒ»onych z ubikwi-
tyn¡, przy czym reakcjƒ degradacji inicjuje przy“¡czenie co najmniej czterech reszt
ubikwityny do reszt lizyny docelowego substratu. Poliubikwitynowe bia“ka s¡ na-
stƒpnie rozpoznawane przez multikatalityczn¡ proteazƒ, która usuwa “a«cuch ubi-
kwityny i degraduje substrat (Taillandier i in., 2004).

Wiele bada« dostarczy“o dowodów potwierdzaj¡cych, »e proteasom mo»e przy-
czynia¢ siƒ do kruszenia miƒsa. Taylor i in. (1995b) oraz Robert i in. (1999) odkryli,
»e proteasom w miƒ–niach byd“a by“ zdolny do powodowania proteolizy bia“ek mio-
�bryli, w tym nebuliny, miozyny, aktyny i tropomiozyny. Jego aktywno–¢ utrzy-
mywa“a siƒ w okresie przechowywania poubojowego i by“a oznaczana 7 dni po
uboju przy pH na poziomie < 6,0 (Lamare i in., 2002). Dodatkowo Dutaud i in.
(2006) wykazali specy�czne zmiany strukturalne, w tym zwiƒkszenie szeroko–ci
dysków Z, rozci¡gaj¡cych siƒ na pasmo I, we w“óknach miƒ–niowych inkubowa-
nych z podjednostk¡ 20S, czego nie mo»na zaobserwowa¢ we w“óknach poddanych
dzia“aniu kalpainy lub katepsyny. Podobnie, stosuj¡c inhibitor anty-proteasomowy
i podej–cie proteomowe, Houbak i in. (2008) wykazali brak degradacji bia“ek ta-
kich jak troponina-T i nebulina, powszechnie obserwowanej podczas poubojowej
proteolizy miƒ–ni. Jednak, jak podkre–lili Koohmaraie i Geesink (2006), proces de-
gradacji bia“ek mio�brylarnych inkubowanych z podjednostk¡ 20S nie jest taki
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sam jak w miƒ–niach pm. Nie wyklucza to jednak udzia“u proteasomu w procesie
poubojowej proteolizy (Houbak i in., 2008).

Wszelkie odchylenia od normalnego przebiegu procesu glikolizy oraz tempa ob-
ni»ania pH maj¡ wp“yw na powstawanie wad jako–ciowych miƒsa wieprzowego i wo-
“owego, powoduj¡c obni»enie jego przydatno–ci kulinarnej i przetwórczej, a tak»e
akceptowalno–ci konsumenckiej (Sche�er i Gerrard, 2007; Shen i Du, 2015; Przy-
bylski i in., 2016). Ogromne znaczenie dla przebiegu procesów po–miertnych maj¡
sytuacje stresowe zachodz¡ce przy»yciowo, które negatywnie oddzia“uj¡ na jako–¢
miƒsa. Obserwowane z wiƒksz¡ czƒsto–ci¡ w przypadku byd“a niskie stƒ»enie gliko-
genu, spowodowane stresem przed ubojem, skutkuje bardzo ograniczon¡ glikoliz¡
i wysokim pH ko«cowym (> 6,0). Powy»sze mo»e doprowadzi¢ do powstania od-
chylenia jako–ciowego pozyskanego surowca miƒsnego okre–lanego jako DFD (ang.
dark, �rm, dry { ciemne, twarde, suche). Miƒ–nie takie cechuje niski poziom ATP,
glikogenu i kwasu mlekowego. Brak poubojowego zakwaszenia powoduje, »e krótko
po uboju miƒso ma ciemn¡ barwƒ, jƒdrn¡ i tward¡ konsystencjƒ oraz bardzo du»¡
wodoch“onno–¢. Jest niezmiernie podatne na procesy rozk“adu i intensywny rozwój
mikroory gnilnej. Natomiast po obróbce termicznej charakteryzuje siƒ doskona“¡
krucho–ci¡.

Jak dot¡d nie uda“o siƒ skutecznie wyeliminowa¢ obecno–ci miƒsa DFD ani
w Polsce, ani z du»ym prawdopodobie«stwem na –wiecie. Jakkolwiek znane s¡ spo-
soby zapobiegania jego wystƒpowaniu, szacuje siƒ, »e ponad 10% byd“a rze„nego
ubijanego w Polsce dostarcza po uboju miƒso z odchyleniem jako–ciowym DFD.
Obecno–¢ miƒsa DFD powoduje du»e straty dla przemys“u. W zwi¡zku z tym za-
k“ady zainteresowane s¡ korzystaniem z przy»yciowego testu, który pozwoli“by na
wyeliminowanie sztuk, z których miƒso po uboju mo»e by¢ obarczone wad¡ DFD.
W przypadku odchylenia jako–ciowego DFD zasadne jest poszukiwanie bia“ka lub
grupy bia“ek, których ekspresja w czasie przechowywania odzwierciedla“aby ich
poziom oznaczony przed ubojem i pozwoli“aby na prognozowanie jako–ci miƒsa
pm. Powy»sze mog“oby stanowi¢ podstawƒ przy»yciowego testu wskazuj¡cego na
stan miƒ–ni, a w konsekwencji na jako–¢ pozyskanego surowca miƒsnego. Na jego
podstawie mo»liwe by“oby podjƒcie dzia“a« zmierzaj¡cych do ograniczenia czƒsto-
–ci wystƒpowania wady DFD. W tym zakresie badania wymagaj¡ uzupe“nienia,
dlatego uzasadnione jest podjƒcie tego tematu w niniejszej pracy.

Zmiany obserwowane w bia“kach miƒsa z wad¡ DFD s¡ odpowiedzi¡ komó-
rek na stresory, czyli czynniki wywo“uj¡ce stres komórkowy, do których zalicza
siƒ miƒdzy innymi temperaturƒ, niedobór glukozy czy rodniki. Szczególn¡ uwagƒ
zwracaj¡ bia“ka szoku cieplnego (HSP) powszechnie nazywane chaperonami { bia“-
kami opieku«czymi. Jest to du»a grupa bia“ek o zró»nicowanej masie cz¡steczko-
wej (12{100 kDa), która stanowi jedno z kryteriów ich klasy�kacji (Fink, 1999;
Haslbeck i in., 2005). Bia“ka szoku cieplnego pe“ni¡ wiele funkcji. Bior¡ udzia“
w fa“dowaniu nowo syntetyzowanych bia“ek, naprawie lub usuwaniu zdenaturowa-
nych polipeptydów i bia“ek, hamowaniu powstawania agregatów denaturowanych
bia“ek, reguluj¡ aktywno–¢ enzymów, uczestnicz¡ w transporcie bia“ek, s¡ akty-
watorem ATP (HSP40). Ma“ocz¡steczkowe bia“ka szoku cieplnego (sHSP), takie
jak HSP20, HSP27 i ��-krystalina, odgrywaj¡ szczególn¡ rolƒ w funkcjonowaniu
miƒ–ni, ich skurczu, polimeryzacji aktyny, stabilizacji mikro�lamentów oraz cy-
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toszkieletu. Rola sHSP w utrzymaniu integralno–ci strukturalnej miƒ–ni w wyniku
dzia“ania wewn¡trzkomórkowego stresu zwi¡zana jest równie» ze zmian¡ warto–ci
pH i znacz¡co oddzia“uje na jako–¢ miƒsa. Badania wykaza“y, »e ko«cowe pH miƒsa
wp“ywa na charakter wewn¡trzkomórkowej redystrybucji sHSP w miƒ–niu i wraz
z pH jest skorelowane z krucho–ci¡ miƒsa (Pulford i in., 2008).

Kompleksowa charakterystyka pro�lu bia“ek oraz ich szczegó“owa identy�kacja
stanowi¡ element proteomiki, której metody badawcze s¡ u»yteczne w poszukiwa-
niu markerów jako–ci miƒsa. Badania wskazuj¡ na ogromny potencja“ proteomiki
w okre–laniu kluczowych bia“ek odpowiedzialnych za jako–¢, wodoch“onno–¢ i kru-
cho–¢ miƒsa (Marino i in., 2015) oraz jako narzƒdzia analitycznego wspieraj¡cego
wysi“ki na rzecz odkrycia sekwencji peptydów bioaktywnych czy funkcjonalnych,
które mog¡ stanowi¢ warto–¢ dodan¡ bia“ek jako sk“adników miƒsa (Yu i in., 2015).
Oczekuje siƒ, »e za pomoc¡ elektroforezy w »elu poliakrylamidowym SDS-PAGE,
metod¡ Western blot, a tak»e wykorzystuj¡c technikƒ spektrometrii mas sprzƒ-
»on¡ z wysokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS pozyska
siƒ nowe informacje, które pozwol¡ na g“ƒbsz¡ analizƒ bia“ek i dalsze wyja–nie-
nie zale»no–ci miƒdzy ich wystƒpowaniem oraz zmianami udzia“u a wodoch“on-
no–ci¡ i krucho–ci¡ jako podstawowymi w“a–ciwo–ciami miƒsa, istotnymi zarówno
z punktu widzenia konsumentów, jak i producentów.

Jak wskazuj¡ dane literaturowe, bia“ka sarkoplazmatyczne soku miƒ–niowego
dotychczas najczƒ–ciej pozyskiwano w sposób naturalny, podczas przechowywa-
nia miƒsa, i rozpatrywano w stosunkowo w¡skim zakresie masy cz¡steczkowej {
od ok. 15 kDa do 180 kDa (�elechowska i in., 2012; Marino i in., 2014; Przy-
bylski i in., 2016). W badaniach prezentowanych w niniejszej pracy analizowano
bia“ka frakcji wycieku wirówkowego, w którego sk“ad wchodzi“y bia“ka sarkopla-
zmatyczne, jak równie» mio�brylarne { w tym cytoszkieletowe { w wiƒkszym zakre-
sie masy cz¡steczkowej 10{2400 kDa. Ponadto przyjƒto za“o»enie, »e równoczesna
analiza bia“ek miƒsa i frakcji wycieku wirówkowego umo»liwi pe“niejsze zrozumie-
nie wp“ywu poubojowego wych“adzania wieprzowiny na zmiany ich procentowego
udzia“u oraz pozwoli na wskazanie zwi¡zku miƒdzy ich wystƒpowaniem a jako–ci¡
miƒsa, ze szczególnym uwzglƒdnieniem jego wodoch“onno–ci i krucho–ci. Obserwa-
cje bia“ek mia“y równie» pozwoli¢ na pe“niejsze wyja–nienie procesu wych“adzania
prowadz¡cego do wywo“ania skurczu ch“odniczego i w konsekwencji do pogorszenia
w“a–ciow–ci miƒsa.

Fakt, »e nie w pe“ni wyja–nione s¡ zmiany bia“ek miƒ–niowych zwi¡zane z wy-
stƒpowaniem wady DFD, sta“ siƒ podstaw¡ II etapu zada« realizowanych w niniej-
szej pracy. Badania proteomiczne ekstraktów pozyskanych z miƒsa byd“a o zró»ni-
cowanej jako–ci ukierunkowano na analizƒ elektroforetyczn¡ SDS-PAGE oraz iden-
ty�kacjƒ bia“ek i peptydów, wykorzystuj¡c technikƒ spektrometrii mas sprzƒ»on¡
z wysokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS.

W zwi¡zku z tym przedmiotem analizy w prezentowanej pracy by“y bia“ka
miƒ–niowe, które w przysz“o–ci mog“yby stanowi¢ potencjalne markery jako–ci,
w tym szczególnie wodoch“onno–ci i krucho–ci miƒsa wieprzowego wych“adzanego
z ró»n¡ szybko–ci¡ oraz miƒsa byd“a z wad¡ DFD.



3. CEL I ZAKRES PRACY

Cel pracy
Celem pracy by“a analiza bia“ek miƒ–niowych jako potencjalnych wska„ników ja-
ko–ci miƒsa wieprzowego wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ oraz miƒsa
byd“a z wad¡ DFD, ze szczególnym uwzglƒdnieniem oddzia“ywania na wodoch“on-
no–¢ i krucho–¢ pozyskanego surowca.

W zwi¡zku z powy»szym sformu“owano nastƒpuj¡ce hipotezy badawcze, które
poddano wery�kacji statystycznej.

1. Szybko–¢ procesu wych“adzania wp“ywa na tempo przemian glikolitycznych
i mo»e wywo“ywa¢ zjawisko skurczu ch“odniczego, bƒd¡ce przyczyn¡ du»ych
ubytków masy i gorszej krucho–ci miƒsa wieprzowego w czasie przechowywa-
nia ch“odniczego.

2. Zmiany udzia“u bia“ek miƒ–niowych i bia“ek frakcji wycieku wirówkowego s¡
determinowane procesem poubojowego wych“adzania miƒsa wieprzowego. Ich
analiza umo»liwi wyznaczenie bia“ek jako potencjalnych wska„ników jako–ci
miƒsa, w tym jego wodoch“onno–ci i krucho–ci.

3. Bia“ka ekstraktów z miƒsa byd“a normalnej jako–ci (RFN) i z wad¡ DFD
odzwierciedlaj¡ jego cechy jako–ciowe, w tym wodoch“onno–¢ i krucho–¢.

4. Identy�kacja bia“ek i peptydów miƒsa byd“a normalnej jako–ci (RFN)
i z wad¡ DFD technik¡ wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas
sprzƒ»onej z wysokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/
MS pozwoli na wskazanie potencjalnych bia“kowych wska„ników jego jako–ci,
wodoch“onno–ci i krucho–ci.

Zakres pracy
W niniejszej pracy wery�kacjƒ powy»szych hipotez zaplanowano na podstawie re-
alizacji nastƒpuj¡cych bada«:

� oceny wska„ników tempa przemian poubojowych okre–laj¡cych jako–¢ su-
rowca: warto–ci pH, przewodno–ci elektrycznej, zawarto–ci glikogenu i kwasu
mlekowego oraz wodoch“onno–ci i krucho–ci miƒsa wieprzowego wych“adza-
nego z ró»n¡ szybko–ci¡, w warunkach modelowych;

� okre–lenia zmian udzia“u bia“ek miƒ–niowych i bia“ek frakcji wycieku wirów-
kowego na podstawie elektroforezy jednokierunkowej w »elach poliakrylami-
dowych z SDS (SDS-PAGE) i metod¡ Western blot oraz wskazanie zale»no–ci
miƒdzy zmianami udzia“u bia“ek a kszta“towaniem cech jako–ciowych miƒsa,
jego wodoch“onno–ci i krucho–ci;

� oceny warto–ci pH, barwy, wodoch“onno–ci i krucho–ci miƒsa byd“a normalnej
jako–ci (RFN) i z wad¡ DFD;
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� analizy udzia“u bia“ek ekstraktów pozyskanych z miƒsa byd“a normalnej ja-
ko–ci (RFN) i z wad¡ DFD przy wykorzystaniu elektroforezy SDS-PAGE
oraz wyznaczenia potencjalnych bia“ek jako wska„ników jako–ci miƒsa;

� analizy technik¡ wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzƒ-
»onej z wysokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS
i identy�kacji bia“ek ekstraktów pochodz¡cych z miƒsa byd“a normalnej ja-
ko–ci (RFN) i z wad¡ DFD celem wskazania potencjalnych bia“kowych i pep-
tydowych wska„ników jako–ci miƒsa.

Badania realizowano w dwóch etapach:

� etap I { bia“ka miƒ–niowe jako potencjalne wska„niki jako–ci oraz wodo-
ch“onno–ci i krucho–ci miƒsa wieprzowego wych“adzanego ze zró»nicowan¡
szybko–ci¡;

� etap II { bia“ka miƒ–niowe jako potencjalne wska„niki jako–ci oraz wodo-
ch“onno–ci i krucho–ci miƒsa byd“a RFN i z wad¡ DFD.

Uk“ad realizowanych zada« badawczych oraz zakres przeprowadzonych analiz
w zaplanowanych kolejnych etapach bada« zaprezentowano na rysunkach 1 i 2.
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Etap I { Stage I

Miƒso wieprzowe wych“adzane ze zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡
A { 0,12�C/min, B { 0,15�C/min, C { 0,27�C/min

Pork meat cooled at di�erent rates
A { 0,12�C/min, B { 0,15�C/min, C { 0,27�C/min

Charakterystyka surowca
Characteristics of raw material

Analiza bia“ek tkanki miƒ�sniowej
Muscle tissue protein analysis

Cechy jako�sciowe
� warto�s�c pH (45 min, 24 h, 2 dni, 6 dni)
� przewodno�s�c elektryczna (2 h)
� zawarto�s�c glikogenu (45 min, 2 h, 24 h)
� zawarto�s�c kwasu mlekowego (45 min,

2 h, 24 h)

W“a�sciwo�sci miƒsa:
� wielko�s�c wycieku wir�owkowego (24 h,

6 dni)
� ubytek masy w czasie przechowywania

(2 dni, 6 dni)
� ubytek masy podczas ogrzewania (2 dni,

6 dni)
� wielko�s�c si“y i pracy ciƒcia (2 dni, 6 dni)

Quality features
� pH value (45 min, 24 h, 2 days, 6 days)
� electrical conductivity (2 h)
� glycogen content (45 min, 2 h, 24 h)
� lactic acid content (45 min, 2 h, 24 h)

Properties of meat:
� size of the centrifugal drip (24 h, 6 days)
� weight loss during storage (2 days,

6 days)
� weight loss during heating (2 days,

6 days)
� value of sheare force (WBSF) and shear

work (2 days, 6 days)

Bia“ka miƒsa (45 min, 24 h, 6 dni)
� elektroforeza SDS-PAGE
� Western blot

Bia“ka frakcji wycieku wir�owkowego (24 h,
6 dni)
� elektroforeza SDS-PAGE
� Western blot

Meat proteins (45 min, 24 h, 6 days)
� electrophoresis SDS-PAGE
� Western blot

Proteins of centrifugal drip (24 h, 6 days)
� electrophoresis SDS-PAGE
� Western blot

Rys. 1. Schemat pierwszego etapu bada�n
Fig. 1. Schematic plan of �rst stage of experiments
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Etap II { Stage II

Miƒso byd“a o zr�o»nicowanej jako�sci RFN i DFD
Beef of varied quality RFN and DFD

Charakterystyka jako�sci i w“a�sciwo�sci
surowca

Quality characteristics and properties
of raw material

Analiza bia“ek ekstrakt�ow z tkanki
miƒ�sniowej o zr�o»nicowanej jako�sci
Protein analysis of muscle tissue

extracts of varied quality

Cechy jako�sciowe
� warto�s�c pH (45 min, 2 dni, 4 dni, 10 dni)
� barwa L*a*b* (10 dni)

W“a�sciwo�sci miƒsa (10 dni)
� wielko�s�c wycieku wir�owkowego
� wielko�s�c si“y ciƒcia WBSF

Quality features
� pH value (45 min, 2 days, 4 days,

10 days)
� color L*a*b* (10 days)
Properties of meat (10 days)
� size of the centrifugal drip
� value of sheare force WBSF

Bia“ka ekstrakt�ow z miƒsa (10 dni)
� elektroforeza SDS-PAGE
� spektrometria mas

UHPLC-Q-TOF-MS/MS
Proteins of meat extracts (10 days)
� electrophoresis SDS-PAGE
� mass spectrometry

UHPLC-Q-TOF-MS/MS

Rys. 2. Schemat drugiego etapu bada�n
Fig. 2. Schematic plan of second stage of experiments



4. MATERIA� I METODY BADA�

4.1. Materia“ badany

Etap I. Badania pierwszego etapu do–wiadczenia przeprowadzono na miƒ–niu naj-
d“u»szym klatki piersiowej i lƒd„wi (LTL) (m. longissimus thoracis et lumborum)
–wi« krzy»ówek rasy wbp�pbz z knurami rasy pbz, wybranych losowo, pochodz¡-
cych od jednego dostawcy, utrzymywanych i karmionych w takich samych warun-
kach. Zwierzƒta poddano ubojowi w standardowych warunkach rze„ni. Wszystkie
tusze by“y klasy�kowane w systemie EUROP zgodnie z obowi¡zuj¡cymi przepi-
sami. Miƒsno–¢ tusz mie–ci“a siƒ w przedziale 51{56,6%, przy –redniej masie tuszy
88 kg.

Badania przedstawione w niniejszej pracy { w zakresie doboru szybko–ci wy-
ch“adzania, jak równie» dotycz¡ce krucho–ci i wodoch“onno–ci miƒsa wieprzowego {
poprzedzone by“y badaniami wstƒpnymi. Na ich podstawie wykazano istotno–¢ sta-
tystyczn¡ wp“ywu efektu zastosowanej szybko–ci wych“adzania na wodoch“onno–¢
i krucho–¢ miƒsa. Miƒ–nie pochodz¡ce z piƒciu wyselekcjonowanych tusz wieprzo-
wych podzielono na trzy czƒ–ci, rozpoczynaj¡c od czƒ–ci piersiowej. Ka»d¡ czƒ–¢
poddano wych“adzaniu: A { w tuszy, B { w woreczku foliowym z zamkniƒciem
strunowym, C { w woreczku foliowym z zamkniƒciem strunowym ob“o»onym lo-
dem. Kontrolƒ zmian temperatury podczas procesu wych“adzania monitorowano
przez 24 godziny po uboju. Pomiar temperatury prowadzono przez umieszczenie
czujników w centrum geometrycznym surowca. Wych“adzanie prób B i C przepro-
wadzono w ch“odni przemys“owej w takich samych warunkach jak w przypadku
pó“tusz wieprzowych próby kontrolnej A. Proces sch“adzania odbywa“ siƒ ze zró»-
nicowan¡ szybko–ci¡: A { 0,12�C/min, B { 0,15�C/min, C { 0,27�C/min. W zak“a-
dach miƒsnych wykonano pomiary warto–ci pH (po 45 min i 24 h) oraz przewodno-
–ci elektrycznej (po 2 h). Ponadto przygotowano i przechowywano na lodzie próbki
rozdrobnionych miƒ–ni przeznaczone do oznaczenia zawarto–ci glikogenu i kwasu
mlekowego (po 45 min i 2 h). Natomiast próby do analizy bia“ek miƒsa pobrane
45 min po uboju zabezpieczono przez bezpo–rednie zanurzenie w ciek“ym azocie.

Nastƒpnego dnia po zako«czeniu wych“adzania ponownie wykonano pomiar
warto–ci pH, pobrano surowiec i przewieziono go do laboratorium. Wyznaczono
zawarto–¢ glikogenu i kwasu mlekowego oraz wielko–¢ wycieku wirówkowego. Miƒso
podzielono na porcje, zapakowano pró»niowo i przechowywano w warunkach ch“od-
niczych zgodnie z przyjƒtymi terminami bada«. Po 2 i 6 dniach wyznaczono ubytki
masy w czasie przechowywania i po obróbce termicznej oraz wyznaczono wielko–¢
si“y i pracy ciƒcia (rys. 1).
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W ka»dym z analizowanych terminów bada« miƒso do wykonania analizy po-
równawczej udzia“u jego bia“ek rozdrabniano, pakowano w foliƒ aluminiow¡ i za-
mra»ano w temp. �80�C. Bia“ka miƒsa rozdzielono za pomoc¡ elektroforezy jed-
nokierunkowej w »elach poliakrylamidowych z SDS (SDS-PAGE) z surowca pobra-
nego po 45 min, 24 h i 6 dniach przechowywania. Natomiast zmiany udzia“u bia“ek
frakcji wycieku wirówkowego pozyskanego z surowca wych“adzanego ze zró»nico-
wan¡ szybko–ci¡ analizowano po 24 h i 6 dniach. Identy�kacjƒ wybranych bia“ek {
titiny, “a«cuchów ciƒ»kich miozyny (MHC), troponiny-T (Tn-T) i dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) { zarówno w miƒsie, jak i w wycieku
wirówkowym wykonano metod¡ immunologiczn¡ z u»yciem techniki Western blot
(rys. 1).

Etap II. W drugim etapie bada« materia“ badany stanowi“ miƒsie« najd“u»-
szy klatki piersiowej i lƒd„wi (LTL) (m. longissimus thoracis et lumborum) po-
zyskany z byczków rasy holsztyno-fryzyjskiej, odmiany czarno-bia“ej, o –redniej
masie 378 kg (rys. 2). Klasy�kacjƒ jako–ciow¡ miƒsa wykonano na linii produkcyj-
nej zak“adów miƒsnych na podstawie wyników pomiaru warto–ci pH po 2 dniach
pm. Do bada« pobrano surowiec pochodz¡cy w sumie z 10 tusz zwierz¡t rze„nych,
w dwóch grupach po piƒ¢ sztuk, ró»ni¡cych siƒ jako–ci¡. Do analizy przeznaczono
miƒso normalnej jako–ci (RFN) o warto–ci pH < 5,9 i miƒso z odchyleniem jako-
–ciowym DFD o pH > 6,1. Porcje surowca o masie ok. 1,5 kg pakowano pró»niowo
i przechowywano przez 10 dni w warunkach ch“odniczych. W tym terminie wyko-
nano ocenƒ cech jako–ciowych, takich jak warto–¢ pH i parametry barwy L*a*b*,
wodoch“onno–¢ i krucho–¢ miƒsa o zró»nicowanej jako–ci.

Zasiƒg wystƒpowania odchylenia DFD obserwowany na podstawie wielko–ci
wycieku wirówkowego czƒsto wykazuje bardzo du»e zró»nicowanie. W przypadku
surowego, wych“odzonego miƒsa z wad¡ DFD nie zawsze mo»liwe jest pozyska-
nie wycieku wirówkowego, st¡d postanowiono zastosowa¢ proces ekstrakcji bia“ek.
Ekstrakcja pozwoli“a na otrzymanie frakcji bia“ek, która by“a przedmiotem bada«
w niniejszej pracy. W celu pozyskania frakcji bia“ek sarkoplazmatycznych po 10
dniach przechowywania rozdrobniony surowiec poddano ekstrakcji buforem rigor
o ma“ej sile jonowej (Joo i in., 1999). Bia“ka ekstraktów analizowano z zastoso-
waniem elektroforezy w »elach poliakrylamidowych z SDS (SDS-PAGE) oraz przy
wykorzystaniu wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzƒ»onej z wy-
sokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS (rys. 2).

4.2. Metody analityczne

4.2.1. Wprowadzenie

Po up“ywie za“o»onych okresów przechowywania w warunkach ch“odniczych próbki
poddano badaniom laboratoryjnym. Przedmiotem bada« miƒsa wieprzowego wy-
ch“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ by“y: pomiary warto–ci pH, przewodno-
–ci elektrycznej, wyznaczenie ilo–ci glikogenu i kwasu mlekowego, ubytków masy
w czasie przechowywania i ogrzewania, wielko–ci wycieku wirówkowego oraz si“y
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ciƒcia. Ponadto wykonano analizƒ elektroforetyczn¡ (SDS-PAGE) bia“ek miƒ–nio-
wych i bia“ek frakcji wycieku wirówkowego. Wybrane bia“ka zidenty�kowano me-
tod¡ Western blot.

Natomiast w przypadku miƒsa byd“a o normalnej jako–ci RFN i z wad¡ DFD
wykonano pomiary warto–ci pH, barwy, wielko–ci wycieku wirówkowego oraz si“y
ciƒcia. Bia“ka ekstraktów pozyskane z miƒsa byd“a o zró»nicowanej jako–ci roz-
dzielono elektroforetycznie jak równie» przeprowadzono analizƒ i ich identy�kacjƒ
wykorzystuj¡c wysokorozdzielcz¡ tandemow¡ spektrometriƒ mas sprzƒ»on¡ z wy-
sokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS.

4.2.2. Charakterystyka jako–ci surowca

Pomiar warto–ci pH przeprowadzono za pomoc¡ pH-metru przeno–nego typu
Handylab 2 wyposa»onego w elektrodƒ zespolon¡ typu Schott L68880 (PN-ISO
2917, 2001), po 45 min, 24 h, 2 i 6 dniach w miƒ–niu najd“u»szym grzbietu –wi«
oraz po 45 min, 2, 4 i 10 dniach w przypadku byd“a. Pomiar warto–ci pH wykonano
na wysoko–ci ostatniego krƒgu piersiowego lewej pó“tuszy. W kolejnych terminach
bada« pomiar warto–ci pH odbywa“ siƒ w porcjach miƒ–ni przeznaczonych do ana-
liz.

Pomiar przewodno–ci elektrycznej (PE) przeprowadzono przy u»yciu kon-
duktometru LF-Star (Ingenieurb�uro Matth�aus, Noblitz, Germany) w miƒ–niu naj-
d“u»szym grzbietu na wysoko–ci ostatniego krƒgu piersiowego, w tym samym miej-
scu, w którym przeprowadzono pomiar warto–ci pH. Oznaczenie wykonano po
up“ywie 2 h od uboju (Blicharski i in., 1995).

Stƒ»enie glikogenu i kwasu mlekowego oznaczono metod¡ enzymatyczn¡
opisan¡ przez Dalrymple i Hamma (1973) oraz Bergmeyer (1974). Próbki miƒ–ni
(45 min, 2 h, 24 h po uboju) po rozdrobnieniu umieszczono w probówkach z 10 ml
0,6 M HClO4 i natychmiast homogenizowano (Ultra-Turrax, IKA). Do enzyma-
tycznego oznaczenia ilo–ci glikogenu pobrano 0,5 ml homogenatu i poddano go
hydrolizie z amyloglukozydaz¡. Równolegle z wyznaczeniem obecno–ci glikogenu
w miƒsie oznaczono stƒ»enie kwasu mlekowego. Pozyskany z homogenatu super-
natant odwirowywano przez 15 min przy 4000 � g w temp. 4�C (Sigma 3K30).
Nastƒpnie dodano dinukleotydu nikotynoamidadeninowego (NAD) i buforu z dehy-
drogenaz¡ mleczanow¡ (LDH). Zawarto–¢ glikogenu i kwasu mlekowego okre–lono
spektrofotometrycznie, przez pomiar absorbancji przy d“ugo–ci fali � = 340 nm
(Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). Wyniki wyra»ono w mikromolach na gram
pobranej tkanki.

Ocena parametrów barwy miƒsa metod¡ odbiciow¡ polega“a na wykorzysta-
niu stosowanego obecnie uk“adu CIE LAB, który umo»liwia oznaczenie: jasno–ci
barwy (L*), udzia“u barwy czerwonej (dla warto–ci dodatnich) lub zielonej (a*),
»ó“tej lub niebieskiej (b*) (Boakye i Mittal, 1996; Hunt i in., 1999; Acton i in., 2000;
Houben i in., 2000). Do pomiaru u»ywano spektrofotometru typu Spectro-pen.
Przed pomiarem aparat kalibrowano, uwzglƒdniaj¡c tzw. wzorzec bieli. Z ka»dej
próbki wykonano bezpo–redni pomiar na powierzchni przekroju poprzecznego miƒ-
–nia plastrów o grubo–ci 1 cm, w piƒciu ró»nych miejscach (K“ossowska i Olkiewicz,
2000).
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Wyznaczanie ubytków masy tkanki miƒ–niowej w czasie przechowywa-
nia. Wyciƒte przeznaczone do bada« miƒ–nie dzielono na porcje i wa»ono zarówno
przed zabiegiem pakowania, jak i po up“ywie czasu sk“adowania ch“odniczego
w wyznaczonych terminach analiz. Po okresie przechowywania i wyci¡gniƒciu miƒsa
z opakowania oraz osuszeniu rƒcznikiem papierowym z ró»nicy masy próbek przed
sk“adowaniem i po rozpakowaniu obliczono ubytki masy.

Wyznaczanie ubytków masy podczas obróbki termicznej miƒsa. Pla-
stry miƒsa o grubo–ci ok. 25 mm pozbawione otaczaj¡cego t“uszczu i tkanki
“¡cznej wa»ono i pakowano w foliƒ aluminiow¡. Ca“o–¢ ogrzewano w piecu
konwekcyjno-parowym SCC 61E �rmy Rational (w powietrzu o temperaturze
160�C, przy 75% udziale pary wodnej) do osi¡gniƒcia w centrum geometrycznym
próbki temperatury 72�C. Pomiaru temperatury w plastrze dokonano za pomoc¡
czujnika stanowi¡cego wyposa»enie pieca. Po ogrzaniu plastry natychmiast wyci¡-
gano z pieca, a po up“ywie 30 min ponownie wa»ono. Ubytki w czasie obróbki
termicznej obliczono z ró»nicy masy prób przed zabiegiem ogrzewania i po nim
(Miko“ajczak i in., 2019).

Oznaczenie wielko–ci wycieku wirówkowego � wodoch“onno–ci miƒsa
metod¡ wirówkow¡ polega“o na umieszczeniu nawa»ki 6 g rozdrobnionego miƒsa
w probówkach wirówkowych. Nastƒpnie próbki wirowano na wirówce typu Sigma
3K30, w temperaturze 2�C, przez 20 min przy obrotach 11 000 � g (Honikel,
1987). Po odwirowaniu supernatant zlewano, probówkƒ odwracano do góry dnem
i po up“ywie 30 min ponownie wa»ono. Wielko–¢ wycieku wyznaczono z ró»nicy
mas miƒsa przed wirowaniem i po jego zako«czeniu, a ilo–¢ wyra»ono w procentach.
Uzyskany wyciek wirówkowy zabezpieczano w probówkach typu Eppendorf i prze-
chowywano w temperaturze �80�C. Otrzymany w powy»szy sposób supernatant
stanowi“ frakcjƒ bia“ek wycieku wirówkowego, któr¡ poddano dalszym badaniom.
Bia“ka wycieku wirówkowego stanowi“y przedmiot analizy proteomicznej, wyko-
rzystuj¡cej elektroforezƒ w »elach poliakrylamidowych z SDS i metodƒ Western
blot.

Wyznaczenie wielko–ci si“y ciƒcia � pomiar krucho–ci miƒsa wykonano na
teksturometrze TA.XT Plus (Stable Micro Systems, UK), przy u»yciu przystawki
Warnera-Bratzlera (Miko“ajczak i in., 2019). Próby do bada« instrumentalnych
poddano obróbce termicznej zgodnie z opisem podanym w punkcie dotycz¡cym
wyznaczenia ubytków masy w czasie ogrzewania. Po sch“odzeniu plastrów do tem-
peratury pokojowej (ok. 30 min) przygotowano z nich 6{8 prostopad“o–cianów
o przekroju 10 � 10 mm i d“ugo–ci nie mniejszej ni» 30 mm, zwracaj¡c uwagƒ
na równoleg“y uk“ad w“ókien miƒ–niowych. Próby poddano dzia“aniu si“y tn¡cej,
tak aby przebieg w“ókien by“ prostopad“y do p“aszczyzny ciƒcia. Szczegó“owe pa-
rametry pracy teksturometru w trakcie testu ciƒcia przedstawia“y siƒ nastƒpuj¡co:
zakres g“owicy do 500 N, prƒdko–¢ przesuwu no»a przed testem ciƒcia 60 mm/min,
prƒdko–¢ przesuwu no»a w czasie testu ciƒcia 100 mm/min, prƒdko–¢ przesuwu
no»a po te–cie ciƒcia 600 mm/min, odleg“o–¢ no»a od podstawki 30 mm, przy sile
docelowej (trigger force) 0,04903 N. Si“ƒ ciƒcia wyra»ono w N/cm2, podczas tego
samego pomiaru próbki wyznaczono równie» pracƒ ciƒcia (N � mm).
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4.2.3. Analiza elektroforetyczna bia“ek miƒ–niowych

Elektroforeza jednokierunkowa w »elu poliakrylamidowym z SDS
(SDS-PAGE)
Analizƒ elektroforetyczn¡ bia“ek tkanki miƒ–niowej przeprowadzono w 15% »elach
poliakrylamidowych z SDS i dodatkiem 8M mocznika (Pospiech i in., 2003c). Ce-
ch¡ szczególn¡ tych »eli by“a mo»liwo–¢ obserwacji bia“ek w bardzo szerokim za-
kresie masy cz¡steczkowej { od ok. 10 kDa do ponad 3000 kDa. W przypadku
wieprzowiny wykonano analizƒ zmian udzia“u bia“ek miƒsa i frakcji wycieku wi-
rówkowego. Mia“a ona na celu szczegó“ow¡ charakterystykƒ ich udzia“u procento-
wego w zale»no–ci od zró»nicowanej szybko–ci procesu wych“adzania i czasu prze-
chowywania. Analiza elektroforetyczna nie zosta“a poprzedzona frakcjonowaniem
bia“ek ze wzglƒdu fakt, »e przedmiotem bada« metod¡ SDS-PAGE, jak i Western
blot by“y równie» bia“ka cytoszkieletowe. Wysokocz¡steczkowe bia“ka cytoszkiele-
towe, w tym przede wszystkim natywna titina, w wyniku procesu ekstrakcji czƒ-
sto s¡ bezpowrotnie tracone. Pominiƒcie etapu ekstrakcji jest procedur¡ przyjƒt¡
i znan¡. Zastosowanie tego typu rozwi¡zania pozwala“o przede wszystkim na skró-
cenie czasu trwania przygotowania prób do bada«. Przemiany degradacyjne bia“ek
mo»na by“o oceni¢, porównuj¡c rozdzia“y bia“ek miƒsa i wycieku wirówkowego.
Zmiany bia“ek miƒsa spowodowane proteoliz¡ i uwalnianiem ze struktur w“ókna
miƒ–niowego znajdowa“y wyra„ne odbicie we frakcji wycieku. Przy ocenie bia“ek
miƒsa byd“a normalnej jako–ci i z wad¡ DFD, ze wzglƒdu na bardzo ograniczon¡
ilo–¢ pozyskanego wycieku wirówkowego, zastosowano proces ekstrakcji buforem
o niskiej sile jonowej. Rozdzia“ wykonano w uk“adzie pionowym na aparacie SE
250 (Hoefer Scienti�c Instruments). �ród“em napiƒcia by“ zasilacz pr¡du sta“ego
typu PS { 500 XT, umo»liwiaj¡cy regulacjƒ napiƒcia i natƒ»enia pr¡du. Obraz
»elu skanowano, wykorzystuj¡c program Image Master® VCR �rmy Pharmacia.
Pozwoli“ on na analizƒ komputerow¡ udzia“u poszczególnych pasm bia“ek tkanki
miƒ–niowej i frakcji wycieku wirówkowego.

Przygotowanie prób
Do probówki nawa»ono 0,002 g tkanki miƒ–niowej lub odmierzono 10 µl wycieku
wirówkowego b¡d„ ekstraktu (miƒso DFD byd“a) i dodano odpowiednio 98 µl lub
90 µl buforu A (8M mocznik, 2M tiomocznik, 0,05 mM Tris, 75 mM DTT (ditio-
treitol), 3% SDS, 0,05% b“ƒkit bromofenolowy). Próby dok“adnie wymieszano za
pomoc¡ Vortexu i ogrzewano przez 3 min w temperaturze 98�C.

Przygotowanie »eli
Analizƒ elektroforetyczn¡ bia“ek przeprowadzono w systemie nieci¡g“ym, w którym
warstwƒ górn¡ stanowi“ »el zagƒszczaj¡cy (10% akrylamid, 0,125 M Tris, dH2O,
50% roztwór gliceryny, 10% SDS, roztwór b“ƒkitu bromofenolowego, 10% nadsiar-
czan amonu, TEMED), a doln¡ 15% »el rozdzielaj¡cy (8 M mocznik, 30% akryla-
mid, 75% roztwór gliceryny, 3M Tris (pH 8,8), 10% SDS, 10% nadsiarczan amonu,
TEMED) (Pospiech i in., 2003c). Po umieszczeniu grzebieni, tworz¡cych miejsca
nanoszenia prób, »el pozostawiono na 30 min w celu pe“nej polimeryzacji.
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Rozdzia“ elektroforetyczny
Po polimeryzacji p“ytki z »elami i zasobniki elektrodowe nape“niono buforem do
elektroforezy (50 mM Tris, 0,384 M glicyna, 0,1 M SDS, 5 mM �-merkaptoetanol).
Po wyjƒciu grzebieni z kaset wolne przestrzenie uzupe“niono buforem. W dalszej
kolejno–ci za pomoc¡ mikrostrzykawki nak“adano próby w ilo–ci 10-12 µl, co odpo-
wiada“o ilo–ci 12 µg bia“ka na –cie»kƒ. Zawarto–¢ bia“ka wyznaczono przy u»yciu
2-D Quant Kit (GE Healthcare Bio-Sciences, Marlborough, MA, USA).

Nastƒpnie aparat pod“¡czono do zasilacza i ustawiono natƒ»enie pr¡du na
40 mA dla dwóch p“ytek. Warto–¢ napiƒcia pocz¡tkowego wynosi“a 115 V, ko«-
cowego 250 V. Rozdzia“ elektroforetyczny prowadzono przez oko“o 1,5 h, do mo-
mentu a» czo“o rozdzia“u znajdowa“o siƒ 2{3 mm od ko«ca p“ytki. Po zako«czeniu
rozdzia“u i zlaniu buforu otwierano kasety z »elami, usuwano »ele zagƒszczaj¡ce,
a »ele rozdzielaj¡ce umieszczono w pojemnikach w celu utrwalenia, barwienia oraz
odbarwienia t“a.

Barwienie i odbarwienie
Barwienie odbywa“o siƒ w roztworze zawieraj¡cym 0,5 g b“ƒkitu Coomassie brillant
blue R-250, 500 ml metanolu, 400 ml dH2O i 100 ml kwasu octowego. Umo»liwi“o
ono obserwacjƒ rozdzielonych w »elu pasm bia“ek. �el ca“kowicie zanurzony w roz-
tworze barwi¡cym inkubowano na ko“ysce laboratoryjnej przez 30 min. Po tym
czasie usuniƒto roztwór barwi¡cy, »el przep“ukano wod¡ destylowan¡ i zalano roz-
tworem odbarwiaj¡cym (100 ml metanol, 75 ml lodowaty kwas octowy, 825 ml
dH2O). �el inkubowano na ko“ysce laboratoryjnej przez noc. Po odbarwieniu »ele
archiwizowano za pomoc¡ zestawu Image Master® VDS wyposa»onego w kamerƒ
wideo (Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). Analizƒ udzia“u procentowego po-
szczególnych bia“ek oparto na za“o»eniu, »e powierzchnia wszystkich rozdzielonych
na »elu pasm stanowi 100%. Pó“ilo–ciow¡ ocenƒ wybranych pików przeprowadzono
w oparciu o masƒ cz¡steczkow¡ standardu PageRuler Plus Protein Ladder w za-
kresie mas cz¡steczkowych 10{250 kDa (Thermo Scienti�c, Waltham, MA, USA).

4.2.4. Western blot

Identy�kacjƒ wybranych bia“ek miƒ–niowych i frakcji wycieku wirówkowego wy-
konano przy u»yciu metody Western blot, z zastosowaniem transferu pó“suchego
wed“ug procedury opisanej przez Fritza i Greasera (1991) (Greaser i in., 2002).
Do analizy wybrano nastƒpuj¡ce bia“ka: titinƒ, miozynƒ, troponinƒ-T (Tn-T) oraz
dehydrogenazƒ aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). Po przeprowadzonej jed-
nokierunkowej separacji elektroforetycznej w 15% »elu poliakrylamidowym z SDS
i 8 M mocznikiem w warunkach redukuj¡cych bia“ka przenoszono na membranƒ
Immobilon { P (I-P) o porowato–ci 0,45 µm (Millipore). Membranƒ przygoto-
wano przez zanurzenie kolejno w metanolu, wodzie destylowanej i w buforze do
transferu (TB) (25 mM Tris { HCl, 192 mM glicyna, 20% metanol, pH 7,5). Elek-
trotransfer prowadzono w aparacie TE 77 PWR (Amersham Bioscences). �ród“o
pr¡du stanowi“ zasilacz EPS 601. Natƒ»enie pr¡du i czas transferu zale»a“y od
masy cz¡steczkowej przenoszonego bia“ka. Transfer prowadzony by“ w temperatu-
rze 4�C w nastƒpuj¡cych warunkach: titina (150 mA, 3 h), miozyna (135 mA, 2 h),
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troponina-T i GAPDH (95 mA, 1 h). Po transferze membranƒ przep“ukano wod¡
destylowan¡, umieszczono w roztworze 2% BSA-TBST (200 mM Tris, 500 mM
NaCl, 0,05% Tween, pH 7,5) i inkubowano przez noc w temperaturze pokojowej.
Nastƒpnie membranƒ zanurzono w roztworze 0,2% BSA-TBST, w którym rozpusz-
czono wybrane przeciwcia“o pierwszorzƒdowe.

Do immunoblotingu wykorzystano nastƒpuj¡ce monoklonalne przeciwcia“a
pierwszorzƒdowe:

� titiny 9D10 (mouse monoclonal anti-titin 9D10, Developmental Studies Hy-
bridoma Bank (DSHB), University of Iowa, USA),

� miozyny MF20 (MF20 monoclonal anti-myosin heavy chain, sarcomere
(MHC), Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB) University of
Iowa, USA),

� troponiny-T (monoclonal anti-troponin-T clone JLT-12, T6277, Sigma),
� dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (monoclonal anti-GAPDH

Clone GAPDH-71.1, G8795, Sigma).
Po inkubacji z przeciwcia“em pierwszorzƒdowym membranƒ dwukrotnie p“u-

kano w roztworze TBST i na 1,5 h umieszczono w roztworze 0,2% BSA-TBST
z immunoglobulin¡ IgG znakowan¡ fosfataz¡ alkaliczn¡ (AP) jako przeciwcia“em
drugorzƒdowym. Nastƒpnie membranƒ p“ukano kolejno dwa razy (po 5 min) w roz-
tworze TBS i SB.

W celu uwidocznienia szukanego bia“ka przeprowadzono reakcjƒ barwn¡ za
pomoc¡ odczynników barwi¡cych NBT/BCIP (nitro blue tetrazolium 50 mg/ml
w 70% dimethyloformamide; 5-bromo-4-chloro-3-indoll-phosphate 50 mg/ml
w 100% dimethyloformamide rozpuszczonych w buforze SB (100 mM Tris { HCl,
pH 9,0; 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2), zgodnie z instrukcj¡ �rmy Promega. Za-
ko«czenie reakcji odbywa“o siƒ przez p“ukanie membrany wod¡ destylowan¡, a na-
stƒpnie jej wysuszenie.

4.2.5. Tandemowa spektrometria mas sprzƒ»ona z chromatogra�¡
cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS

Trawienie bia“ek
Przygotowane ekstrakty bia“ek pochodz¡ce z miƒsa o zró»nicowanej jako–ci w ilo–ci
600 µL umieszczono w probówkach typu Eppendorf i poddano suszeniu w wyparce
pró»niowej miVac Duo Concentrator (Genevac Ltd, Ipswich, UK). Nastƒpnie ca-
“o–¢ próbki uwodniono w 250 µL 0,1 mol/L wodorowƒglanu amonu (1 h). Bia“ka
redukowano 0,2 mol/L ditiotreitolem (DTT) w temp. 56�C przez 1 h oraz alkilo-
wano jodoacetamidem (IAA) w temperaturze pokojowej w ciemni przez 30 min. Po
tym czasie pozosta“y z reakcji jodoacetamid blokowano przez dodanie 0,2 mol/L
DTT i próbki inkubowano w temp. 21�C przez 30 min. Nastƒpnie by“y one tra-
wione w roztworze wodorowƒglanu amonu (pH 8,3), zawieraj¡cym 0,083 µg/µL
trypsyny, w temp. 37�C przez noc (18 h). W kolejnym etapie roztwór po trawieniu
oczyszczano przez ekstrakcjƒ w uk“adzie odwróconych faz na kolumnach Sep-Pak
C18 Plus (Waters, Milford, MA, USA), wysuszono i przechowywano w zamra»arce
do momentu analiz.
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Analiza technik¡ spektrometrii mas
Analizƒ UHPLC-Q-TOF-MS/MS prowadzono przy wykorzystaniu ultrasprawnego
chromatografu cieczowego Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) 1290 In-
�nity sprzƒ»onego ze spektrometrem mas wysokich rozdzielczo–ci Agilent Tech-
nologies 6550 iFunnel Q{TOF LC/MS. �ród“em jonów by“o elektrorozpylanie
(ESI) Agilent Technologies Jet Stream. Przed analiz¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS
strawiony i wysuszony ekstrakt rozpuszczono w 0,1% roztworze kwasu mrówko-
wego w wodzie (milli-Q), który stanowi“ jednocze–nie fazƒ ruchom¡ A. Natomiast
0,1% kwas mrówkowy w 98% acetonitrylu by“ faz¡ ruchom¡ B. Rozdzia“ chro-
matogra�czny prowadzono na kolumnie Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD
(2,1 � 150 mm, –rednica ziarna 1,8 µm, nr kat. 959759-902). Objƒto–¢ próby na-
noszonej na kolumnƒ wynosi“a 10 µL. Etapy gradientu (3{97%) fazy ruchomej B
zastosowano w nastƒpuj¡cy sposób: 0{1 min, 3% B; 1{40 min, 5% B; 40{45 min,
40% B; 45{55 min, 90% B i 5 min kondycjonowanie kolumny przy 3% B. Zasto-
sowano nastƒpuj¡ce parametry „ród“a: temperatura gazu (N2) bƒd¡cego „ród“em
jonów 250�C, jego przep“yw 14 L/min, temperatura gazu os“onowego (N2) 250�C,
jego przep“yw 11 L/min, ci–nienie nebulizatora 35 psi. Napiƒcia zosta“y ustawione
na 3500 V (kapilara), 1000 V (dysza) i 400 V (fragmentor). Jony dodatnie uzy-
skano w zakresie 100{1700 m/z dla skanów MS i 40{1700 m/z dla automatycznych
skanów MS/MS, przy szybko–ci skanowania wynosz¡cej odpowiednio 5 skanów/s
dla MS i 3 skany/s dla MS/MS. W“¡czono wewnƒtrzn¡ korektƒ masy, stosuj¡c dwie
masy odniesienia przy 121,0509 i 922,0098 m/z. Kontrolƒ urz¡dzenia i zbieranie
danych przeprowadzono za pomoc¡ oprogramowania Agilent MassHunter Work-
station.

Identy�kacja bia“ek i peptydów
W celu identy�kacji bia“ek i peptydów przeprowadzono wyszukiwanie w bazie da-
nych UniProtKB/Swiss-Prot, stosuj¡c oprogramowanie Spectrum Mill MS Pro-
teomics Workbench, przy tolerancji masy prekursora 20 ppm i tolerancji masy
produktu 50 ppm. Zastosowano nastƒpuj¡ce parametry wyszukiwania: enzym {
trypsyna, taksonomia bovine, Bos taurus, ustawiono karbamidometylacjƒ jako
sta“¡ mody�kacjƒ, utlenianie metioniny jako mody�kacjƒ zmienn¡ przy dozwo-
lonych maksymalnie dwóch pominiƒtych miejscach rozszczepienia. Dla wyszukiwa-
nia w bazie próg wyniku fa“szywego (ang. false discovery rate, FDR) wynosi“ max
1,2%.

4.3. Analiza statystyczna

Analizƒ statystyczn¡ uzyskanych wyników przeprowadzono za pomoc¡ programu
Statistica 13.1 (TIBCO Software Inc., 2017). Zastosowano jednoczynnikow¡ i dwu-
czynnikow¡ analizƒ wariancji ANOVA. Do oceny istotno–ci ró»nic wykorzystano
test HSD Tukeya (p ‹ 0,05). Wyniki prezentowane w pracy s¡ –redni¡ arytme-
tyczn¡ z co najmniej trzech niezale»nych powtórze« pomiarów wykonanych na piƒ-
ciu próbkach biologicznych (np. w przypadku barwy { piƒ¢ pomiarów, krucho–ci
{ siedem pomiarów). Okre–lenie si“y zwi¡zku miƒdzy badanymi cechami oszaco-
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wano na podstawie korelacji liniowej, testem Pearsona (p ‹ 0,05). Uzyskane wyniki
bada« przedstawione w tabelach uwzglƒdniaj¡ warto–ci –rednich arytmetycznych
i odchylenia standardowego (SD) dla poszczególnych cech z podaniem liczebno–ci
w grupach. Ponadto zastosowano wielowymiarowe analizy danych (MVA): analizƒ
sk“adowych g“ównych PCA i PCA-X (pincipal component analysis-X) oraz wy-
krzystano modele cz¡stkowych najmniejszych kwadratów PLS i dyskryminacyjn¡
analizƒ ortogonaln¡ cz¡stkowych najmniejszych kwadratów OPLS-DA (orthogonal
partial least-squares discriminant analysis). W przypadku wyników dotycz¡cych
bia“ek i peptydów ekstraktów z miƒsa byd“a o zró»nicowanej jako–ci { analizo-
wanych przy u»yciu wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzƒ»onej
z wysokosprawn¡ chromatogra�¡ cieczow¡ UHPLC-Q-TOF-MS/MS { ze wzglƒdu
na ograniczone mo»liwo–ci analityczne programu Statistica 13.1 konieczne by“o wy-
korzystanie programu SIMCA-P wersja 13.1 (Umetrics, MKS Instruments Inc.).



5. WYNIKI BADA� I DYSKUSJA

5.1. Bia“ka miƒ–niowe jako potencjalne wska„niki jako–ci,
wodoch“onno–ci i krucho–ci miƒsa wieprzowego wych“adzanego
ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡

5.1.1. Wp“yw szybko–ci procesu wych“adzania i czasu przechowywania
na jako–¢ miƒsa wieprzowego

Konwersja miƒ–ni w miƒso nastƒpuje podczas glikolizy, która jest najwa»niejszym
procesem biochemicznym zachodz¡cym bezpo–rednio po uboju i jednocze–nie klu-
czowym czynnikiem kszta“tuj¡cym jako–¢ wieprzowiny. Szybkie obni»anie tempe-
ratury w procesie wych“adzania zmniejsza szybko–¢ reakcji chemicznych i bioche-
micznych, tym samym zmniejszaj¡c szybko–¢ spadku pH (Lawrie, 1998; Meisin-
ger, 1999). O�er (1991) wykaza“, »e wp“yw warunków ch“odzenia na wystƒpowanie
wady PSE jest w du»ym stopniu zale»ny od wska„nika spadku pH. W celu ograni-
czenia wystƒpowania miƒsa wodnistego zasugerowano, »e sch“adzanie wieprzowiny
do temperatury miƒ–ni poni»ej 10�C powinno trwa¢ 12 godzin, a nastƒpnie tem-
peraturƒ 2{4�C nale»y osi¡gn¡¢ w terminie 24 godzin (Meisinger, 1999). Metoda
ta wydaje siƒ jednak zupe“nie nieskuteczna, gdy pH miƒsa spada gwa“townie (tj.
poni»ej 5,8) ju» w 45 min po uboju, co jest typowym zjawiskiem przy wodnisto–ci.

W czasie poubojowego dojrzewania miƒsa beztlenowa glikoliza skutkuje obni-
»eniem warto–ci pH. W niniejszej pracy, w celu wery�kacji hipotezy badawczej za-
k“adaj¡cej, »e na tempo i zakres procesu glikolizy istotnie oddzia“uje zastosowana
szybko–¢ wych“adzania tusz, przeprowadzono ocenƒ statystyczn¡ otrzymanych wy-
ników przewodno–ci elektrycznej, warto–ci pH miƒ–ni oraz ilo–ci glikogenu i kwasu
mlekowego. Obejmowa“a ona jednoczynnikow¡ i dwuczynnikow¡ analizƒ wariancji,
a wyniki zestawiono w tabeli 1 i 2.

Przewodno–¢ elektryczna (PE) jest jednym z wyró»ników stosowanych przy
ocenie jako–ci miƒsa wieprzowego. Wraz z pomiarem pH, oznaczeniem glikogenu
i kwasu mlekowego jako wska„nikami przemian glikolitycznych uzupe“nia informa-
cje dotycz¡ce cech surowca. Przewodno–¢ elektryczna po 2 godzinach od uboju
wynosi“a 2,9 mS/cm (tab. 1). W prezentowanej pracy nie obserwowano warto–ci
wiƒkszych od 8,3 mS/cm, wskazuj¡cych na wystƒpowanie wady jako–ciowej PSE
(Czy»ak-Runowska i in., 2010).

Warto–¢ pH jest podstawowym obiektywnym pomiarem, wykonywanym bez-
po–rednio po uboju i w czasie ch“odniczego przechowywania tusz. Odzwierciedla
zachodz¡cy w tkance miƒ–niowej proces glikolizy (Lee i in, 2002). Na jej podsta-
wie okre–lane jest równie» tempo przemian poubojowych, a w konsekwencji ja-



38

ko–¢ pozyskanego surowca miƒsnego. Diagnozowanie odchyle« jako–ciowych miƒsa
wieprzowego zwi¡zane jest z wykonaniem kolejnych pomiarów po 45 min i 24 h
(Pospiech, 2000; Pospiech i in., 2011).

Przy»yciowe pH przyjmuje warto–ci w przedziale 7,0{7,2 i obni»a siƒ wraz z po-
stƒpuj¡cym procesem glikolizy pm podczas sk“adowania ch“odniczego miƒsa (van
der Wal i in., 1995; Sieczkowska i in., 2013; Iwa«ska i in., 2016, 2017; Grze– i in.,
2017). Na podstawie warto–ci pH uzyskanych po 45 min (pH1) i 24 h (pH2) oraz
przewodno–ci elektrycznej stwierdzono, »e badane miƒso charakteryzowa“o siƒ nor-
maln¡ jako–ci¡ (RFN). Powy»sze wskazuje na prawid“owy przebieg procesu gliko-
lizy w miƒ–niach wych“adzanych ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ pozyskanych w stan-
dardowych warunkach rze„ni.

Na podstawie przeprowadzonych bada« stwierdzono, »e szybko–¢ procesu wy-
ch“adzania istotnie wp“ynƒ“a na pH miƒsa po 2 dniach przechowywania (tab. 1).
W tym terminie –rednie pH prób A wych“adzanych najwolniej (5,41) by“o istotnie
ni»sze w porównaniu z warto–ci¡ pH prób B (0,15�C/min) wyznaczon¡ na poziomie
5,54 (tab. 1). Warto–¢ pH miƒsa w czasie dalszego przechowywania ch“odniczego
obni»a“a siƒ i po 6 dniach mie–ci“a siƒ w przedziale 5,46{5,58. Najni»sze zakwa-
szenie w ka»dym terminie analiz obserwowano w miƒsie B (0,15�C/min) wych“a-
dzanym z szybko–ci¡ po–redni¡. Najintensywniejsze obni»enie pH –rednio o prawie
1 jednostkƒ odnotowano podczas pierwszych 24 godzin po uboju. Na podstawie
dwuczynnikowej analizy wariancji wskazano istotny wp“yw czasu przechowywania
ch“odniczego na pH badanych miƒ–ni (tab. 2).

Prezentowane w literaturze dane dotycz¡ce wp“ywu szybko–ci wych“adzania na
warto–¢ pH miƒ–ni s¡ czƒsto rozbie»ne. W okresie pierwszych 24 godzin pm oczeki-
wanym rezultatem mog“a by¢ wolniejsza glikoliza, której wska„nikiem jest wy»sza
warto–¢ pH w miƒ–niach szybciej wych“adzanych (van der Wal i in., 1995; Savell
i in., 2005; Zybert i in., 2013). Ponadto przez spowolnienie tempa spadku warto–ci
pH obserwowano zmniejszenie stopnia denaturacji mioglobiny i innych bia“ek oraz
poprawƒ barwy miƒsa i jego wodoch“onno–ci (Hu�-Lonergan i in., 2005). Wp“yw
szybko–ci procesu wych“adzania na pH miƒsa czƒ–ciej obserwowano do kilku go-
dzin pm. W badaniach przeprowadzonych przez Li i in. (2012b) wykazano, »e
bardzo szybko wych“adzane miƒ–nie LL (w temp. �21�C) po 5 i 10 h charakte-
ryzowa“y istotnie wy»sze warto–ci pH. Podobnie Milligan i in. (1998) oraz Zybert
i in. (2008), obserwowali wp“yw szybkiego wych“adzania na warto–¢ pH g“ównie
pomiƒdzy 3 i 4 h pm.

Wyniki wielu bada« wskazuj¡, »e ch“odzenie szokowe tusz wieprzowych spowo-
dowa“o wolniejszy spadek kwasowo–ci tkanek przez zmniejszenie tempa procesów
metabolicznych, ale tylko we wczesnym etapie ch“odzenia, tj. do 2{4 h po uboju
(Ju�arez i in., 2009; Rees i in., 2003b; Rybarczyk i in., 2015; Zybert i in., 2008).
W pracy Kerth i in. (2001) przedstawiono, »e ch“odzenie z nadmuchem odgrywa
istotn¡ rolƒ w spowalnianiu spadku pH do 4 h pm i zmniejszeniu o ponad 21% wy-
stƒpowania defektu PSE (na podstawie subiektywnej skali wizualnej) w miƒ–niach:
najd“u»szym grzbietu i szynki –wi« obarczonych genem RYR1. Powy»szego efektu
nie obserwowano w miƒsie –wi« wolnych od tego genu. Wed“ug Mohrhauser i in.
(2014) zastosowanie opó„nionego, wolniejszego ch“odzenia spowodowa“o szybszy
spadek pH, co skutkowa“o jego ni»szymi warto–ciami po 6, 12 i 24 h. Wolniejsze
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Tabela 2. Wp“yw szybko�sci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na warto�s�c pH miƒsa oraz stƒ»enie glikogenu i kwasu mlekowego
Table 2. Inuence of the cooling rate (W), storage time (T) and their interaction on the pH
value of meat and the content of glycogen and lactic acid

Badana cecha
Szybko�s�c wych“adzania Czas przechowywania Interakcja

Tested feature
Cooling rate Storage time Interaction

W T W � T
pH NS * NS

Stƒ»enie glikogenu
Glycogen content NS * NS
(µmol/g)

Stƒ»enie kw. mlekowego
Lactic acid content NS * NS
(µmol/g)

*p ‹ 0,001; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

obni»anie pH w miƒsie pochodz¡cym z tusz wych“adzanych szokowo w porównaniu
z wych“adzanym konwencjonalnie obserwowali tak»e Josell i in. (2003).

Kyl�a-Puhju i in. (2005) oraz Sionek i Przybylski (2015) zwrócili uwagƒ na spo-
wolnienie zakwaszenia miƒsa i jego wy»sz¡ ko«cow¡ warto–¢ pH pod wp“ywem
obni»enia zarówno temperatury, jak i aktywno–ci enzymów. Efektywn¡ redukcjƒ
tempa spadku warto–ci pH mo»na uzyska¢ przez po“¡czenie przedubojowego ch“o-
dzenia zwierz¡t przez zraszanie z szybkim wych“adzaniem (Long i Tarrant, 1990).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy s¡ zgodne z danymi literaturowymi, wska-
zuj¡cymi na brak wp“ywu szybko–ci procesu wych“adzania na pH po 24 h (Ham-
brecht i in., 2004; Janiszewski i in., 2018). Wed“ug bada« niektórych autorów (Me-
ade i Miller, 1990) tempo zmian warto–ci mo»e zale»e¢ równie» od rodzaju analizo-
wanego miƒ–nia. Szybkie wych“adzanie przyczyni“o siƒ do redukcji spadku warto–ci
pH w miƒ–niu semimembranosus (SM) w porównaniu do longissimus lumborum
(LL). Podobne relacje obserwowa“ Hambrecht i in. (2004), którzy stwierdzili, »e
szybkie ch“odzenie nie wp“ynƒ“o (p > 0,05) na tempo obni»enia pH w miƒ–niu LL,
zmniejszy“o jednak spadek pH w SM (p = 0,061). Zauwa»yli oni tak»e, »e szyb-
kie ch“odzenie { w przeciwie«stwie do konwencjonalnego { spowodowa“o obni»enie
(p ‹ 0,05) przewodno–ci elektrycznej w LL niezale»nie od stresu przed ubojem.
Jednak szybkie wych“adzanie nie zrekompensowa“o szkodliwego wp“ywu stresu na
utratƒ soku miƒ–niowego, wodoch“onno–¢ oraz barwƒ miƒsa i wed“ug tych autorów
nie jest odpowiedni¡ metod¡ rozwi¡zywania problemów z jako–ci¡ wieprzowiny
spowodowanych niew“a–ciwym obchodzeniem siƒ ze zwierzƒtami przed ubojem.
Natomiast Tomovi¢ i in. (2013), podobnie jak Janiszewski i in. (2018), nie odno-
towali ró»nic w pH miƒ–nia SM po 30 min, 8 h i 24 h, niezale»nie od zastosowanej
metody wych“adzania.

Tempo procesu glikolizy oceniono równie» na podstawie ilo–ci glikogenu i kwasu
mlekowego. Stƒ»enie glikogenu w miƒ–niach wych“adzanych ze zró»nicowan¡ szyb-
ko–ci¡ mie–ci“o siƒ w zakresie od 33,73 µmol/g po 45 min do 12,67 µmol/g po
24 h przechowywania (tab. 1). Podczas sk“adowania miƒsa, niezale»nie od zasto-
sowanej szybko–ci wych“adzania, odnotowano obni»enie jego ilo–ci. Po 2 h stƒ-
»enie glikogenu w próbach A (0,12�C/min) wych“adzanych najwolniej wynosi“o
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28,02 µmol/g i by“a istotnie wy»sza w porównaniu z próbami B (17,42 µmol/g).
Próby C (0,27�C/min) wych“adzane najszybciej charakteryzowa“y warto–ci po-
–rednie na poziomie 22,20 µmol/g (tab. 1). Po 24 h odnotowano wolniejszy prze-
bieg rozpadu glikogenu w miƒ–niach C wych“adzanych najszybciej (16,58 µmol/g).
W terminie tym próby A i B wyró»nia“o ni»sze stƒ»enie glikogenu w porówna-
niu do prób C, odpowiednio o 3,91 µmol/g i 3,70 µmol/g. Pomiƒdzy próbami A
i B nie stwierdzono ró»nic statystycznie istotnych w badanym wyró»niku. Powy»-
sze potwierdza spowolnienie glikolizy wywo“ane szybszym obni»eniem temperatury
wych“adzania, które obserwowali tak»e Puolanne i in. (2006).

Obni»enie ilo–ci glikogenu wraz z wyd“u»eniem czasu przechowywania i ozna-
czona warto–¢ pH potwierdzi“y prawid“owy przebieg procesu glikolizy zachodz¡cy
podczas dojrzewania miƒsa wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡. Podobne
korelacje miƒdzy ilo–ci¡ glikogenu lub potencja“u glikolitycznego a warto–ci¡ pH
ko«cowego stwierdzane by“y równie» przez innych autorów, np. van Laack (2001),
Henckela i in. (2002) oraz Przybylskiego (2002). Zdolno–¢ do glikolizy pm jest
czƒsto wykorzystywana do wyja–niania lub przewidywania pH ko«cowego (pHu).
Zwraca siƒ jednak uwagƒ, »e inne czynniki ni» tylko stƒ»enie glikogenu mog¡ sta-
nowi¢ przyczynƒ zmian szybko–ci glikolizy i zakresu spadku pH pm. W populacji
pozbawionej allelu AMPK3 200Q i posiadaj¡cej szerok¡ zmienno–¢ potencja“u
glikolitycznego i glikogenu resztkowego ich wielko–ci by“y s“abo zwi¡zane z pHu
i jako–ci¡ wieprzowiny. Zatem wysoki potencja“ glikolityczny nie wydawa“ siƒ mie¢
bezpo–redniego wp“ywu na stopie« obni»enia pH pm. Prawdopodobnie z“o»one
w“a–ciwo–ci metaboliczne miƒ–ni odgrywaj¡ bardziej istotn¡ rolƒ w okre–laniu ko«-
cowej warto–ci pH ni» samo stƒ»enie glikogenu i glikoliza pm (Sche�er i in., 2013).

Warto zwróci¢ uwagƒ na fakt, »e stƒ»enie glikogenu w miƒ–niach przed ubojem
wskazywane jest jako g“ówny czynnik ograniczaj¡cy zasiƒg glikogenolizy pm i przy
jego niewielkiej obecno–ci mo»e prowadzi¢ do powstania wady DFD.

Skutkiem rozpadu glikogenu w warunkach beztlenowych jest powstanie kwasu
mlekowego i obserwowane obni»enie warto–ci pH (Zybert i in., 2013; Ferguson
i Gerrard, 2014). W badaniach w“asnych odnotowano takie samo zjawisko (tab. 1).
Stƒ»enie kwasu mlekowego w miƒsie wych“adzanym ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡
mie–ci“o siƒ w zakresie od 47,70 µmol/g po 45 min do 108,65 µmol/g po 24 h
przechowywania. Po 2 h –rednie stƒ»enie kwasu mlekowego wynosi“o 69,16 µmol/g
i wzrasta“o o 19,46 µmol/g w porównaniu do ilo–ci oznaczonej po 45 min. Po 24 h
nieco wiƒksz¡ zawarto–ci¡ kwasu mlekowego wyró»nia“y siƒ próbki C wych“adzane
najszybciej. W »adnym z analizowanych terminów bada« nie obserwowano wp“ywu
zastosowanej szybko–ci wych“adzania na ilo–¢ kwasu mlekowego w miƒsie.

Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji stwierdzono wysoko istotny
(p ‹ 0,001) wp“yw czasu przechowywania zarówno na stƒ»enie glikogenu jak rów-
nie» kwasu mlekowego (tab. 2). Wyznaczono istotn¡ korelacjƒ pomiƒdzy warto–ci¡
pH a stƒ»eniem glikogenu oraz kwasu mlekowego analizowanymi “¡cznie w terminie
45 min i 24 h (odpowiednio r = 0,88 i r = �0,94; p ‹ 0,05) (tab. 3). Dodatkowo
po 24 h obserwowano istotn¡ ujemn¡ korelacjƒ r = �0,56 (p ‹ 0,05) pomiƒdzy
ilo–ci¡ kwasu mlekowego a warto–ci¡ pH (tab. 3). Niekiedy zale»no–ci te mog¡ by¢
wy»sze. Sche�er i in. (2013), wskazali na liniow¡ korelacjƒ miƒdzy ilo–ci¡ kwasu
mlekowego i glikogenu po 1 h przechowywania a obni»eniem warto–ci pH miƒsa
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Tabela 3.Wsp�o“czynniki korelacji pomiƒdzy warto�sci¡ pH a ilo�sci¡ glikogenu i kwasu mlekowego
Table 3. Correlation coe�cients between the pH value and the content of glycogen and lactic
acid

Warto�s�c pH
Badana cecha pH value
Tested feature 45 min i 24 h

24 h
2 dni 6 dni

45 min and 24 h 2 days 6 days
Stƒ»enie glikogenu 45 min i 24 h
Glycogen content 45 min and 24 h 0,88* 0,04NS �0,32NS �0,32NS

(µmol/g)

Stƒ»enie glikogenu 24 h
Glycogen content 24 h { �0,58* �0,04NS �0,49NS

(µmol/g)

Stƒ»enie kw. mlekowego 45 min i 24 h
Lactic acid 45 min and 24 h �0,94* �0,58* �0,08NS �0,28NS

(µmol/g)

Stƒ»enie kwasu mlekowego 24 h
Lactic acid content 24 h { �0,56* �0,49NS �0,64*
(µmol/g)

*p ‹ 0,05; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

(odpowiednio r = �0,88 i r = 0,77). Natomiast po up“ywie 24 h powy»sze zale»-
no–ci by“y niewielkie i wynosi“y r = �0,24 i r = �0,31 (p ‹ 0,05) (Sche�er i in.,
2013).

Tempo i zakres poubojowej glikolizy odgrywaj¡ kluczow¡ rolƒ w pozyskaniu
surowca o optymalnej jako–ci. Jak wskazuj¡ dane literaturowe, zró»nicowanie po-
ziomu obecnego w miƒ–niach glikogenu i kwasu mlekowego mo»na wi¡za¢ z wystƒ-
powaniem typów w“ókien miƒ–niowych (Ryu i in., 2005; Choe i in., 2008). Badania
ostatniego z wymienionych zespo“ów badaczy wykaza“y, »e miƒ–nie o mniejszej ilo-
–ci glikogenu i kwasu mlekowego we wczesnym okresie pm charakteryzowa“y siƒ
znacznie wiƒkszym udzia“em w“ókien typu I i mniejsz¡ ilo–ci¡ w“ókien typu IIB
w porównaniu z miƒ–niami o wysokiej ilo–ci glikogenu i kwasu mlekowego. Wiƒksze
stƒ»enie glikogenu i kwasu mlekowego wi¡za“o siƒ z mniejsz¡ rozpuszczalno–ci¡ za-
równo bia“ek sarkoplazmatycznych jak równie» mio�brylarnych (Choe i in., 2008).

Na podstawie przeprowadzonych bada« stwierdzono, »e zastosowanie wych“a-
dzania ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ wp“ynƒ“o istotnie na warto–¢ pH po 2 dniach
i stƒ»enie glikogenu po 2 h. Ponadto wykazano, »e czas przechowywania wysoko
istotnie (p ‹ 0,001) oddzia“ywa“ na zmiany warto–ci pH, stƒ»enie glikogenu i kwasu
mlekowego.

5.1.2. Wp“yw szybko–ci procesu wych“adzania i czasu przechowywania
na ubytki masy i wielko–¢ wycieku wirówkowego z miƒsa

Zmiany masy podczas transportu i przechowywania, utrata soku miƒ–niowego pod-
czas rozmra»ania, ubytki masy miƒsa i jego kurczenie siƒ podczas obróbki termicz-
nej oraz soczysto–¢ i delikatno–¢ miƒsa zwi¡zane s¡ z obecno–ci¡ wody (Lawrie,
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1998). Wodoch“onno–¢ jest determinowana przez mechanizmy strukturalne i bio-
chemiczne, które w konsekwencji kszta“tuj¡ jako–¢ i w“a–ciwo–ci miƒsa (O�er, 1991;
Bertram i in., 2003). Zdolno–¢ wi¡zania wody przez miƒso jest dobrze opisana w li-
teraturze (Lawrie, 1998; Hughes i in., 2014). Zale»y ona od wielu innych czynni-
ków, spo–ród których wa»n¡ rolƒ odgrywaj¡ cechy genetyczne, warunki hodowlane,
postƒpowanie z »ywcem przed ubojem, obróbka poubojowa tusz, w tym sposób
wych“adzania, masa tusz, rozmiar przechowywanych elementów, sposób ich pa-
kowania, czas i temperatura przechowywania oraz ogrzewania, a tak»e procesy
biochemiczne zachodz¡ce podczas dojrzewania miƒsa (Joo i in., 1999; Sche�er
i in., 2013, Hughes i in., 2014; Sikes i in., 2017).

Straty soku miƒ–niowego s¡ zjawiskiem naturalnym, powstaj¡ podczas wych“a-
dzania tusz, przechowywania i obróbki termicznej miƒsa. Natomiast ich ilo–¢ mo»e
by¢ bardzo zró»nicowana. Zmniejszenie masy miƒsa w czasie pozyskiwania surowca
miƒsnego ma znaczenie nie tylko z punktu ekonomicznego jako wska„nik procesu
produkcji. Jest równie» bardzo wa»ne przy ocenie dokonywanej przez potencjalnych
nabywców. Badania dowodz¡, »e obecno–¢ widocznego wycieku soku miƒ–niowego
ogranicza po»¡dalno–¢ i akceptacjƒ wieprzowiny oraz wp“ywa negatywnie na po-
dejmowane przez konsumentów decyzje zwi¡zane z zakupem miƒsa (Ngapo i in.,
2004).

Wielko–¢ ubytków masy miƒsa podczas przechowywania przyjmowana jest czƒ-
sto jako wska„nik jego wodoch“onno–ci. Cecha ta jest de�niowana jako zdolno–¢
miƒsa do wi¡zania wody w“asnej (ang. water holding capacity, WHC) (van La-
ack i Solomon, 1994; Pearce i in., 2011) oraz dodanej do niego podczas procesu
technologicznego. Wodoch“onno–¢ miƒsa mo»na wyrazi¢ tak»e przez wielko–¢ wy-
cieku wirówkowego. Niekiedy, przy bardziej szczegó“owej analizie zjawisk zwi¡za-
nych z wodoch“onno–ci¡, stosuje siƒ jeszcze pomiar ilo–ci wody zatrzymanej przez
tkankƒ miƒ–niow¡ podczas procesu ogrzewania. Tƒ cechƒ okre–la siƒ jako zdolno–¢
do zatrzymywania wody (ang. water binding capacity, WBC) (Honikel, 1987; Of-
fer i Knight, 1988; Hamm, 1994; Kau�man i in., 1994). Zasadnicza ró»nica miƒdzy
pomiarami zdolno–ci wi¡zania i zatrzymywania wody przez miƒso (poza kwestiami
zwi¡zanymi ze sposobem ich przeprowadzania) sprowadza siƒ do tego, »e pierwszy
z nich wykonuje siƒ na miƒsie surowym lub przetworach niepoddanych ogrzewa-
niu, a drugi po obróce termicznej. Ocena wodoch“onno–ci miƒsa surowego wska-
zuje na si“ƒ oddzia“ywa« wi¡za« zarówno wodorowych, jak i van der Waalsa, wy-
stƒpuj¡cych przede wszystkim miƒdzy cz¡steczkami/“a«cuchami bia“ek. Wielko–¢
ta determinowana jest szybko–ci¡ poubojowych przemian glikolitycznych oraz ich
wp“ywem na bia“ka. Wirowanie, na skutek zastosowania zwiƒkszonej si“y od–rodko-
wej, zmniejsza ró»nicƒ w efekcie oddzia“ywania miƒdzy nimi. Ogrzewanie prowadzi
zwykle do powstawania wiƒkszych strat masy miƒsa, które odzwierciedla pomiar
ubytków termicznych. Ich przyczyn¡ jest denaturacja i skurcz termiczny bia“ek,
które w konsekwencji ograniczaj¡ wi¡zanie wody przez bia“kowe grupy funkcyjne
tworz¡ce okre–lone struktury tkanki miƒ–niowej.

W badaniach prowadzonych na potrzeby niniejszej pracy podczas 6-dniowego
sk“adowania ubytki masy miƒsa wych“adzanego z ró»n¡ szybko–ci¡ mie–ci“y siƒ
w przedziale od 1,68% do 6,26% (tab. 4). W obu analizowanych terminach straty
przechowalnicze prób A wych“adzanych najwolniej by“y najmniejsze i wynosi“y
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odpowiednio 1,68% po 2 dniach i 4,06% po 6 dniach. Wielko–¢ ubytków przecho-
walniczych zwiƒksza“a siƒ wraz z wyd“u»eniem czasu przechowywania i w terminie
6 dni dla miƒsa wych“adzanego z szybko–ci¡ 0,15�C/min oraz 0,27�C/min wyno-
si“a odpowiednio 6,26% i 6,15%. Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji
wykazano istotny wp“yw szybko–ci wych“adzania oraz czasu przechowywania na
wielko–¢ ubytków przechowalniczych (tab. 5).

Tabela 4. Ubytki przechowalnicze, termiczne oraz wielko�s�c wycieku wir�owkowego z miƒsa wy-
ch“adzanego ze zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡ w czasie przechowywania
Table 4. Storage and thermal losses as well as the size of centrifugal drip from meat cooled at
di�erent rates during storage

Wariant wych“adzania

Badana cecha
Cooling rate Og�o“em Warto�s�c

Tested feature
A B C Total p

(0,12�C/min) (0,15�C/min) (0,27�C/min) N = 15 p value
N = 5 N = 5 N = 5

Ubytek 2 dni 1,68 �0,66 2,55 �0,56 2,57 �0,59 2,26 �0,71 0,062
przechowalniczy 6 dni 4,06 �1,26 6,26 �1,82 6,15 �1,35 5,49 �1,74 0,066
Storage loss
(%)

Ubytek 2 dni 33,98 �1,33 33,61 �2,25 37,25 �1,28 34,67 �2,12 0,058
termiczny 6 dni 34,39b �1,49 34,95b �1,67 36,44a �1,72 35,59 �1,97 0,013
Thermal loss
(%)

Wyciek 24 h 20,48ab �2,10 19,34b �2,38 23,81a �1,57 21,21 �2,74 0,012
wir�owkowy 6 dni 16,28 �1,55 13,95 �2,12 14,25 �1,87 14,82 �2,03 0,140
Centrifugal drip
(%)

a;bWarto�sci �srednie oznaczone r�o»nymi indeksami r�o»ni¡ siƒ statystycznie istotnie (p ‹ 0,05)
wzglƒdem szybko�sci wych“adzania.
a;bAverage values in rows marked with di�erent indexes di�er statistically substantially (p ‹ 0.05)
in relation to the cooling rate.

Tabela 5. Wp“yw szybko�sci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na ubytki przechowalnicze i termiczne oraz wielko�s�c wycieku wir�owkowego z miƒsa
Table 5. E�ect of cooling rate (W), storage time (T) and their interaction on storage and thermal
losses as well as the size of centrifugal drip from meat

Badana cecha
Szybko�s�c wych“adzania Czas przechowywania Interakcja

Tested feature
Cooling rate Storage time Interaction

W T W � T
Ubytek przechowalniczy
Storage loss ** *** NS
(%)

Ubytek termiczny
Thermal loss *** NS NS
(%)

Wyciek wir�owkowy
Centrifugal drip * *** *
(%)

*p ‹ 0,05, **p ‹ 0,01, ***p ‹ 0,001; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.
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Z bada« przeprowadzonych przez Sch�afer i in. (2002) wynika, »e wielko–¢ ubyt-
ków masy rejestrowanych w warunkach komercyjnych mo»e by¢ bardzo zró»nicowa-
na. W przypadku krzy»ówek –wi« duroc � landrace nieposiadaj¡cych genu halota-
nowego mie–ci“a siƒ w szerokim przedziale od 2,2% do 12,6% po 3{24 h przechowy-
wania (Sch�afer i in., 2002). Zybert i in. (2013) wyznaczyli ponad dwukrotnie wy»sze
(10,44%) ubytki masy miƒ–ni LD pochodz¡cych od –wi« rasy duroc, wych“adza-
nych konwencjonalnie i szokowo, po 6 dniach przechowywania. Istnieje wiele prac
naukowych na temat wp“ywu szybko–ci ch“odzenia na �zyczne cechy miƒsa, jednak
wyniki prezentowanych bada« bardzo czƒsto s¡ rozbie»ne. Podobnie jak w niniej-
szej pracy, Janiszewski i in. (2018) uzyskali istotnie wy»sze (6,31%) ubytki masy
miƒ–ni wych“adzanych szokowo w porównaniu z wych“adzanymi konwencjonalnie
(4,40%) ju» po 48 h pm. Natomiast Rybarczyk i in. (2015) poinformowali o wp“y-
wie szybko–ci ch“odzenia na naturaln¡ utratƒ soku miƒ–niowego, która by“a o 20%
ni»sza w grupie miƒ–ni LL sch“adzanych szokowo w porównaniu z wych“adzanymi
systemem jednostopniowym. Wp“yw szybkiego ch“odzenia na lepsze zatrzymywa-
nie wody t“umaczony jest efektem biochemicznym jako bezpo–rednim oddzia“ywa-
niem temperatury na poubojowy metabolizm w“ókien miƒ–niowych lub efektem
strukturalnym { indukowanym temperatur¡ { na ruchliwo–¢ i dystrybucjƒ wody
w miƒ–niach, a tak»e po“¡czeniem obu powy»szych zjawisk (Bertram i in., 2001).

W celu wyznaczenia wielko–ci ubytków masy podczas ogrzewania plastry miƒsa
o grubo–ci 25 mm i –redniej masie 120 � 21 gramów poddano obróbce termicz-
nej do temperatury 72�C, mierzonej w centrum geometrycznym próbki. Wielko–ci
ubytków termicznych z miƒsa wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ podczas
6-dniowego sk“adowania ch“odniczego mie–ci“y siƒ w zakresie od 33,61% do 37,25%
(tab. 4). W przypadku prób A i B w drugim terminie analiz odnotowano wzrost
ubytków podczas ogrzewania odpowiednio o 0,41 i 1,34 punktu procentowego. Na-
tomiast dla prób C obserwowano obni»enie strat masy podczas ogrzewania o 0,81
punktu procentowego. Po 6 dniach przechowywania istotnie wy»sze 36,44% ubytki
termiczne charakteryzowa“y miƒso wych“adzane najszybciej w porównaniu z pró-
bami A (34,39%) i B (34,95%). Wykazano, »e szybko–¢ procesu wych“adzania
wp“ynƒ“a wysoko istotnie (p ‹ 0,001) na wielko–¢ ubytków termicznych (tab. 5).

Wyniki bada« innych autorów (Tomovi¢ i in., 2008) wskazuj¡ na mniejsze
ubytki masy w czasie ogrzewania miƒsa wych“adzanego szokowo. Odnotowali oni
istotnie mniejsze (38,1%) ubytki masy podczas ogrzewania miƒ–nia semimembra-
nosus (pochodz¡cego z tusz wych“adzanych szybko w tunelu ch“odniczym przez 3 h
w temp. �32�C) w porównaniu z miƒsem pozyskanym z tusz wych“adzanych kon-
wencjonalnie (42,5%). Oprócz sposobu wych“adzania determinuj¡cego tempo prze-
mian glikolitycznych w miƒsie ogrzewanie wp“ywa na stopie« denaturacji cieplnej
bia“ek (Christensen i in., 2013). Wzrost temperatury obróbki termicznej miƒ–nia
najd“u»szego grzbietu –wi« rasy landrace i berkshire z 62�C do 79�C przyczyni“ siƒ
do zwiƒkszenia wielko–ci ubytków termicznych z 14,84% do 30,18% (Crawford i in.,
2010). Jak wskazali Martens i in. (1982) na wydajno–¢ procesów cieplnych zna-
cz¡co wp“ywaj¡ temperatura i sposób prowadzenia obróbki termicznej, ale równie»
czas utrzymywania w danej temperaturze. Zró»nicowanie poziomu denaturacji bia-
“ek mo»e skutkowa¢ odmiennym zasiƒgiem zmian strukturalnych w mio�brylach,
a tym samym wielko–ci¡ strat masy miƒsa.
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Wodoch“onno–¢ miƒsa (WHC) okre–lono tak»e na podstawie ilo–ci uzyskanego
wycieku wirówkowego (tab. 4). Analizuj¡c otrzymane wyniki stwierdzono istotny
wp“yw szybko–ci wych“adzania oraz czasu przechowywania na jego wielko–¢, przy
czym czas odgrywa“ wa»niejsz¡ rolƒ (p ‹ 0,001) (tab. 5). Po 24 h przechowywania
miƒsa w ch“odni wykazano istotne zró»nicowanie wielko–ci wycieku wirówkowego
miƒdzy próbami zale»nie od szybko–ci wych“adzania. Próby B charakteryzowa“y
siƒ istotnie lepsz¡ wodoch“onno–ci¡ (19,34%) w porównaniu do prób C (23,81%)
sch“adzanych najszybciej, pomimo niewielkich ró»nic warto–ci pH w analizowa-
nym terminie (tab. 4). Miƒ–nie wych“adzane najwolniej cechowa“a warto–¢ po–red-
nia 20,48%. Po 6 dniach przechowywania zaobserwowano zmniejszenie wielko–ci
wycieku wirówkowego. Miƒso charakteryzowa“o siƒ wiƒc lepsz¡ wodoch“onno–ci¡
w porównaniu z rezultatami uzyskanymi po 2 dniach. Mniejsze wielko–ci wycieku
wirówkowego odnotowano w próbach wych“adzanych szybciej, tzn. B (13,95%)
i C (14,25%) w porównaniu z próbami A (16,28%) sch“adzanymi z szybko–ci¡
0,12�C/min (próba kontrolna). Ró»nice te by“y jednak nieistotne statystycznie.
Najlepsz¡ wodoch“onno–ci¡ charakteryzowa“o siƒ miƒso prób B { 19,34% po 24 h
i 13,95% po 6 dniach.

Prezentowane dane wskazuj¡, »e wych“adzanie ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡
wp“ynƒ“o na wodoch“onno–¢ miƒsa ocenion¡ 24 h po uboju, a wiƒc bezpo–rednio po
zako«czeniu tego procesu. Interesuj¡ce wyniki dla oceny tego zjawiska dostarcza
porównanie skumulowanej wielko–ci ubytków masy miƒsa. Wyra»ono j¡ jako sumƒ
ubytków przechowalniczych i wielko–ci wycieków wirówkowych (P + WW) dla po-
szczególnych grup miƒ–ni w pierwszym terminie analiz i po 6 dniach pm (rys. 3).
Suma ubytków P + WW w przypadku prób A i B by“a bardzo podobna w pierw-
szym terminie bada«, ale znacznie ni»sza w stosunku do miƒsa C. Po 6 dniach
wielko–ci te mie–ci“y siƒ w bardzo w¡skim przedziale (20,21{20,40%) i by“y ni»sze
ni» wyznaczone w pierwszym terminie analiz. Wskazuje to na poprawƒ wodoch“on-
no–ci miƒsa wraz z up“ywem czasu przechowywania.

Po przeprowadzeniu podobnej analizy, ale dokonuj¡c porównania skumulowa-
nej wielko–ci ubytków przechowalniczych i termicznych (P + T) dla poszczególnych
grup miƒ–ni wych“adzanych ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡, po 2 i 6 dniach uzyskano
podobne realacje w stosunku do powy»szych porówna« tylko po 2 dniach przecho-
wywania (rys. 3). W tym czasie ilo–¢ ubytków (P + T) mie–ci“a siƒ w przedziale
od 35,66% do 39,82% i by“a najwy»sza w miƒ–niach C wych“adzanych najszyb-
ciej. Dla dwóch pierwszych grup (A i B) by“a zbli»ona i wynosi“a odpowiednio
35,66% oraz 36,16%. W terminie 6 dni obserwowano wzrost ubytków masy P + T
w porównaniu z wyznaczonymi po 2 dniach niezale»nie od zastosowanej metody
wych“adzania. Uzyskano wiƒc zale»no–¢ odwrotn¡ w stosunku do obserwowanej
przy porównaniach skumulowanych ubytków przechowalniczych i wycieków wirów-
kowych (P + WW). W przypadku prób A wynosi“y one 38,24%, wy»sze ubytki
stwierdzono dla prób B (41,21%) i najwy»sze dla miƒ–ni z grupy C (42,59%). Ró»-
nica w wielko–ci ubytków P + T po 2 dniach w porównaniu z tymi po 6 dniach
by“a najwiƒksza w przypadku prób B i wynosi“a 5,05 punktu procentowego. Próby
A i C cechowa“y prawie o po“owƒ mniejsze (odpowiednio 2,79% i 2,77%) straty
masy P + T.
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Rys. 3. Skumulowane ubytki masy w czasie przechowywania miƒsa wych“adzanego ze
zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡
P + T { suma ubytk�ow przechowalniczych i termicznych, P + WW { suma ubytk�ow prze-
chowalniczych i wielko�sci wycieku wir�owkowego
Fig. 3. Accumulated weight loss during storage of meat cooled at various rates
P + T { sum of storage and thermal losses, P + WW { sum of storage losses and the size
of the centrifugal drip

Zatem poddaj¡c miƒ–nie ogrzewaniu, w terminie 6 dni uzyskano z pewnym
przybli»eniem obraz zale»no–ci podobny do tego, który obserwowano przy po-
miarach po 2 dniach przechowywania. Zjawiska tego nie stwierdzono przy ocenie
P + WW, gdy wielko–ci te po 6 dobach przechowywania by“y bardzo podobne dla
wszystkich prób. Przyjmuj¡c, »e pomiary wielko–ci ubytków przechowalniczych
i wycieków wirówkowych s¡ odzwierciedleniem stanu natywnego tkanki, w tym
dostƒpno–ci grup aktywnych bia“ek, mo»na przypuszcza¢, »e ich proteoliza by“a
podobna. Na podstawie przeprowadzonych bada« trudno jednak stwierdzi¢, czy
proteoliza dotyczy“a tych samych struktur tkanki miƒ–niowej, czy te» ró»nych, da-
j¡c jednak w efekcie podobny rezultat.

Przy analizowaniu przemian poubojowych bia“ek miƒsa zwraca siƒ z regu“y
bardzo du»¡ uwagƒ na proteolizƒ bia“ek mio�brylarnych. W wyniku degradacji
bia“ek cytoszkieletowych nale»¡cych do tej frakcji nastƒpuje rozlu„nienie struk-
tur w“ókien miƒ–niowych oraz mio�lamentów uczestnicz¡cych w procesie skurczu,
co wp“ywa na poprawƒ zdolno–ci wi¡zania wody (Taylor i in., 1995b; Kristen-
sen i Purslow, 2001; Hughes i in., 2014). Proteolizie podlegaj¡ jednak równie»
bia“ka sarkoplazmatyczne. Mo»na przypuszcza¢, »e ogrzewanie, utrwalaj¡c struk-
turƒ tkankow¡, spowodowa“o, »e obserwacje po 2 dniach przechowywania znalaz“y
odzwierciedlenie jeszcze w drugim terminie bada«. Dlatego te» skumulowane dane
obejmuj¡ce ubytki przechowalnicze i termiczne (P + T) po 6 dobach przecho-
wywania wykaza“y ró»nice miƒdzy trzema rodzajami porównywanych prób. Tych
zmian prawdopodobnie nie uchwyci“o oznaczanie wielko–ci skumulowanych ubyt-
ków P + WW i st¡d uzyskane rezultaty.
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Potwierdzeniem tego przypuszczenia mog¡ by¢ wyniki pomiarów si“y ciƒcia.
Wskazuj¡ one na wystƒpowanie skurczu ch“odniczego w miƒ–niach C wych“adza-
nych najszybciej i { co istotne { wiƒksza twardo–¢ tych miƒ–ni utrzymywa“a siƒ
tak»e po 6 dniach przechowywania w ch“odni (rozdz. 4.1.3, tab. 7). Miƒso uznawane
jest za kruche, je–li si“a ciƒcia jest mniejsza ni» 40 N/cm2, natomiast za twarde,
gdy wynosi ona powy»ej 60 N/cm2 (Laville i in., 2009b). Du»a twardo–¢ miƒ–ni
podlegaj¡cych skurczowi ch“odniczemu w pó„niejszych terminach po uboju, mimo
»e zachodzi w nich proteoliza, jest zjawiskiem znanym (Hwang i in., 2004; Weaver
i in., 2008). Ich kruszenie jest jednak znacznie wolniejsze ni» to w miƒ–niach pod-
legaj¡cych zwyk“emu skurczowi poubojowemu. Uzyskane wyniki sugeruj¡ wiƒc, »e
skumulowane ubytki przechowalnicze i termiczne w najwiƒkszym stopniu uwzglƒd-
nia“y zmiany struktury miƒsa. By“y one prawdopodobnie efektem zjawiska skurczu
ch“odniczego, o którym wspomina siƒ g“ównie w przypadku miƒ–ni czerwonych po-
chodz¡cych z tusz byd“a i owiec.

Podobnie jak w niniejszej pracy, wp“yw sposobu ch“odzenia na poprawƒ zdolno-
–ci wi¡zania wody oznaczon¡ wielko–ci¡ wycieku wirówkowego odnotowano rów-
nie» w innych badaniach: Yang i in. (2011), Kerth i in. (2001) i Bertram i in.
(2001). Ju�arez i in. (2009) stwierdzili, »e podczas wych“adzania tusz z nadmu-
chem w porównaniu z ch“odzeniem konwencjonalnym ubytki masy by“y mniej-
sze o 19% (p = 0,009), a straty soku miƒ–niowego z czƒ–ci LTL by“y oko“o 10%
mniejsze (p = 0,001) (Ju�arez i in., 2009). Badania przeprowadzone przez Springer
i in. (2003) wskaza“y na znacz¡co lepsz¡ zdolno–¢ zatrzymania wody (24 h pm)
{ wyra»on¡ jako zawarto–¢ wilgoci, wodƒ woln¡, procent wody zwi¡zanej i wody
immobilizowanej przez miƒ–nie szynki wych“adzane 2 i 2,5 godziny w temperatu-
rze �32�C, a nastƒpnie w temperaturze 2�C { w porównaniu z wych“adzanymi
konwencjonalnie w temp. 2�C przez 24 h. Wcze–niejsze doniesienia van der Wal
i in. (1995) oraz D’Souza i in. (1998) nie wskaza“y na taki zwi¡zek. Analizuj¡c
miƒso –wi« rasy duroc, równie» nie stwierdzono wp“ywu sposobu wych“adzania
na WHC i ubytki soku miƒ–niowego (Zybert i in., 2013). Zdaniem Hu�-Lonergan
i Lonergan (2005) spowolnienie tempa obni»enia warto–ci pH obok korzystnych
zmian w bia“kach mio�bryli, przyczynia siƒ do ograniczenia stopnia denaturacji
mioglobiny i innych bia“ek sarkoplazmatycznych. Konsekwencj¡ tych przemian jest
poprawa barwy i WHC miƒsa.

Na podstawie analizy wielko–ci wycieku wirówkowego po 6 dniach przechowy-
wania odnotowano, »e miƒ–nie B wych“adzane z po–redni¡ szybko–ci¡ cechowa“y
siƒ najlepsz¡ wodoch“onno–ci¡. W tym terminie wykazano istotne ujemne kore-
lacje pomiƒdzy wielko–ci¡ wycieku wirówkowego a warto–ci¡ pH po 2 i 6 dniach
(r = �0,71 i r = �0,77; p ‹ 0,05) (tab. 6).

Wyja–nienie obserwowanej zale»no–ci mo»na wi¡za¢ z otwarciem struktury bia-
“ek { zjawiskiem, które zwykle wystƒpuje podczas procesu poubojowego dojrzewa-
nia miƒsa. Wodoch“onno–¢ –ci–le wi¡»e siƒ ze struktur¡ tkanki miƒ–niowej oraz
przemianami bia“ek mio�brylarnych i sarkoplazmatycznych. Warto wspomnie¢, »e
gwa“towne przemiany glikolityczne, których najprostszym wska„nikiem jest war-
to–¢ pH, prowadz¡ do obni»enia wodoch“onno–ci, denaturacji mioglobiny i szyb-
szego szarzenia miƒsa. Ponadto uwa»a siƒ, »e bia“ka saroplazmy, podlegaj¡c de-
naturacji, osadzaj¡ siƒ na mio�brylach, czego efektem jest blokowanie aktywnych
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Tabela 6.Wsp�o“czynniki korelacji pomiƒdzy ubytkami masy i wielko�sci¡ wycieku wir�owkowego
a cechami jako�sciowymi miƒsa
Table 6. Correlation coe�cients between the weight loss and the size of centrifugal drip and the
quality characteristics of meat

Ubytek Ubytek Wyciek
przechowalniczy termiczny wir�owkowy

Badana cecha
Storage loss Thermal loss Centrifugal drip

Tested feature
(%) (%) (%)

2 dni 6 dni 2 dni 6 dni 24 h 6 dni

pH 45 min �0,35NS �0,16NS 0,42NS 0,32NS 0,29NS �0,12NS

pH 24 h �0,33NS �0,28NS �0,28NS �0,45NS 0,21NS �0,35NS

pH 2 dni 0,11NS 0,15NS 0,01NS 0,26NS �0,14NS �0,77*

pH 6 dni �0,13NS �0,07NS �0,02NS �0,16NS �0,11NS �0,71*

Stƒ»enie glikogenu 2 h �0,42NS �0,55* 0,17NS 0,08NS 0,01NS 0,22NS

Glycogen content 24 h 0,57* 0,50NS 0,47NS 0,84* 0,51NS 0,14NS

(µmol/g)

Stƒ»enie kw. mlekowego 2 h 0,47NS 0,34NS �0,12NS 0,15NS 0,04NS 0,23NS

Lactic acid content 24 h 0,62* 0,44NS 0,15NS 0,29NS 0,29NS 0,52*
(µmol/g)

Wyciek wir�owkowy 24 h 0,28NS 0,25NS 0,65* 0,54* 1,00NS 0,17NS

Centrifugal drip 6 dni �0,13NS �0,23NS 0,03NS �0,08NS 0,17NS 1,00NS

(%)

*p ‹ 0,05; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

grup bia“ek i obni»anie WHC. St¡d te» pomiary pH i wodoch“onno–ci s¡ najczƒ–ciej
stosowane w ocenie jako–ci miƒsa.

Sugeruje siƒ, »e oznaczanie wielko–ci ubytków przechowalniczych oraz wycieku
wirówkowego jest odzwierciedleniem stanu natywnego tkanki i dostƒpno–ci grup
aktywnych bia“ek, co wi¡»e siƒ z postƒpuj¡c¡ proteoliz¡ po uboju. Ogrzewanie na-
tomiast, utrwalaj¡c strukturƒ tkanki, powoduje, »e oznaczanie ubytków termicz-
nych, obok oddzia“ywa« aktywnych grup bia“ek wi¡»¡cych wodƒ, prawdopodob-
nie dostarcza informacji wskazuj¡cej równie» zmiany strukturalne tkanki. Ró»nice
w skumulowanej wielko–ci ubytków przechowalniczych i termicznych miƒdzy po-
szczególnymi grupami miƒ–ni, które obserwowano po 6 dniach przechowywania
miƒsa, potwierdzaj¡ s“uszno–¢ powy»szego przypuszczenia, szczególnie gdy pod
uwagƒ we„mie siƒ wyniki bada« krucho–ci miƒsa. Istotnie wiƒksza twardo–¢ miƒsa
by“a charakterystyczna dla prób C wych“adzanych najszybciej (0,27�C/min) w obu
terminach analiz. Prawdopodobne jest, »e zmniejszona zdolno–¢ zatrzymywania
wody by“a konsekwencj¡ superkontrakcji miƒ–ni i mniejsz¡ dostƒpno–ci¡ aktyw-
nych grup bia“ek miozyny i aktyny, które aktywnie uczestnicz¡ w tym procesie,
a charakteryzuj¡ siƒ najlepsz¡ wodoch“onno–ci¡. Zachodz¡cy po stanie skurczu
po–miertnego proces dojrzewania sprzyja rozlu„nieniu mio�lamentów, zwiƒksze-
niu przestrzeni miƒdzy nimi i wspó“decyduje o zdolno–ci utrzymywania soku przez
miƒso (Honikel, 2002).
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5.1.3. Wp“yw szybko–ci procesu wych“adzania i czasu przechowywania
na wielko–¢ si“y i pracy ciƒcia miƒsa

Wyniki analizy wp“ywu zastosowanej szybko–ci wych“adzania w czasie przecho-
wywania ch“odniczego na krucho–¢ miƒsa ocenion¡ na podstawie instrumentalnej
warto–ci si“y i pracy ciƒcia zestawiono w tabeli 7. Wskazuj¡ one, »e najlepsz¡ kru-
cho–ci¡ podczas 6-dniowego przechowywania wyró»nia“o siƒ miƒso A wych“adzane
najwolniej. Po 2 dniach gorsz¡ krucho–ci¡ w porównaniu z próbk¡ kontroln¡ A
(47,79 N/cm2 i 382,54 N � mm) cechowa“y siƒ próbki B i C wych“adzane szybciej,
dla których wyznaczono wiƒksze warto–ci –redniej si“y i pracy ciƒcia na poziomie
55,60 N/cm2 i 80,03 N/cm2 oraz odpowiednio 435,31 N � mm i 688,86 N � mm
(tab. 7).

Tabela 7.Wielko�s�c si“y i pracy ciƒcia miƒsa wych“adzanego ze zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡ w czasie
przechowywania
Table 7. The size of the shear force and shear work of meat cooled at di�erent rates during
storage

Wariant wych“adzania

Badana cecha
Cooling rate Og�o“em Warto�s�c

Tested feature
A B C Total p

(0,12�C/min) (0,15�C/min) (0,27�C/min) N = 15 p value
N = 5 N = 5 N = 5

Si“a ciƒcia 2 dni 47,79b�6,05 55,60b�10,07 80,03a� �7,87 61,14 �16,10 0,000
WBSF 6 dni 38,51b�4,81 41,07b�9,21 68,01a �13,29 49,20 �16,50 0,000
(N/cm2)

Praca ciƒcia 2 dni 382,54b �34,62 435,31b�72,71 688,86a �48,24 502,24 �147,22 0,000
Shear work 6 dni 317,16b �31,06 346,38b�51,95 619,51a �135,22 427,69 �161,67 0,000
(N � mm)

a;b Warto�sci �srednie oznaczone r�o»nymi indeksami r�o»ni¡ siƒ statystycznie istotnie (p ‹ 0,05)
wzglƒdem sposobu wych“adzania.
a;b Average values in rows marked with di�erent indexes di�er statistically substantially
(p ‹ 0.05) in relation to the cooling rate.

Miƒso C wych“adzane z szybko–ci¡ 0,27�C/min w porównaniu z wynikami uzy-
skanymi dla prób A i B charakteryzowa“o siƒ istotnie wiƒksz¡ warto–ci¡ si“y i pracy
ciƒcia w obu terminach bada«, tj. po 2 i 6 dniach przechowywania ch“odniczego.
Na podstawie uzyskanych rezultatów wykazano istotny wp“yw szybko–ci wych“a-
dzania na krucho–¢ miƒsa (tab. 7). Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji
stwierdzono, »e zarówno szybko–¢ wych“adzania, jak i czas przechowywania istot-
nie wp“ynƒ“y na si“ƒ i pracƒ ciƒcia miƒsa (tab. 8). Natomiast interakcja miƒdzy
powy»szymi czynnikami nie mia“a wp“ywu na zmiany krucho–ci wych“adzanych
miƒ–ni. Po 2 i 6 dniach przechowywania odnotowano istotn¡ dodatni¡ zale»no–¢
pomiƒdzy si“¡ ciƒcia a ubytkami przechowalniczymi oraz termicznymi (odpowied-
nio r = 0,59 i r = 0,56 oraz r = 0,54 i r = 0,75; p ‹ 0,05) (tab. 9). W terminie 2
i 6 dni wykazano równie», »e wy»sza krucho–¢ miƒsa by“a istotnie zwi¡zana z jego
lepsz¡ wodoch“onno–ci¡ oznaczon¡ na podstawie wielko–ci wycieku wirówkowego
r = 0,67 i r = 0,64 (p ‹ 0,05) (tab. 9).

Ultraszybkie ch“odzenie mo»e powodowa¢ skurcz ch“odniczy w“ókien miƒ–nia
LTL okre–lony na podstawie skrócenia d“ugo–ci sarkomerów, którego skutkiem
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Tabela 8. Wp“yw szybko�sci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
(W � T) na wielko�s�c si“y i pracy ciƒcia miƒsa
Table 8. Inuence of cooling rate (W), storage time (T) and their interaction (W � T) on the
amount of shear force and work of meat

Badana cecha
Szybko�s�c wych“adzania Czas przechowywania Interakcja

Tested feature
Cooling rate Storage time Interaction

W T W � T
Si“a ciƒcia ** * NS
WBSF (N/cm2)

Praca ciƒcia ** * NS
Shear work (N � mm)

*p ‹ 0,01, **p ‹ 0,001; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant

Tabela 9. Wsp�o“czynniki korelacji miƒdzy si“¡ i prac¡ ciƒcia a analizowanymi cechami jako�sci
miƒsa podczas przechowywania
Table 9. Correlation coe�cients between shear force and shear work and the analysed meat
quality features during storage

Si“a ciƒcia Praca ciƒcia
Badana cecha WBSF Shear work
Tested feature (N/cm2) (N � mm)

2 dni 6 dni 2 dni 6 dni

pH 24 h �0,35NS �0,44NS �0,27NS �0,37NS

pH 2 dni 0,12NS 0,07NS 0,19NS 0,17NS

pH 6 dni �0,06NS �0,24NS 0,02NS �0,19NS

Stƒ»enie glikogenu 2 h �0,22NS �0,11NS �0,17 �0,08NS

Glycogen content 24 h 0,60* 0,68* 0,55* 0,69*
(µmol/g)

Stƒ»enie kwasu mlekowego 2 h 0,24NS 0,25NS 0,15NS 0,19NS

Lactic acid content 24 h 0,44NS 0,46NS 0,33NS 0,41NS

(µmol/g)

Ubytek przechowalniczy 2 dni 0,59* 0,50NS 0,50NS 0,48NS

Storage loss 6 dni 0,60* 0,56* 0,51NS 0,52*
(%)

Ubytek termiczny 2 dni 0,54* 0,49NS 0,60* 0,52*
Thermal loss 6 dni 0,72* 0,75* 0,73* 0,77
(%)

Wyciek wir�owkowy 2 dni 0,67* 0,64* 0,70* 0,60*
Centrifugal drip 6 dni �0,02NS 0,09NS �0,10NS �0,01NS

(%)

*p ‹ 0,05; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

jest wiƒksza warto–¢ si“y ciƒcia po 48 h, natomiast podczas przechowywania d“u»-
szego ni» 72 h ró»nice w krucho–ci mog¡ by¢ nieistotne (Feldhusen i K�uhne,
1992). Wyniki wielu bada« wskazuj¡ na wystƒpowanie w miƒ–niach byd“a skur-
czu ch“odniczego wywo“anego szybkim wych“adzaniem (Demeyer i in., 1998, van
Moeseke i in., 2001). W wiƒkszym stopniu dotyczy on miƒ–ni byd“a i zwi¡zany
jest z wystƒpowaniem w“ókien czerwonych. Jednak»e obserwowany jest równie»
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w miƒsie –wi« cechuj¡cych siƒ du»¡ miƒsno–ci¡ oraz niewielkim ot“uszczeniem i za-
le»y od masy wych“adzanych pó“tusz. Wyciƒcie miƒ–ni z tuszy bezpo–rednio po
uboju indukuje skurcz w“ókien miƒ–niowych (Bowker i in., 2016). Wed“ug Sikes
i in. (2017) przy braku skurczu ch“odniczego szybko–¢ glikolizy nie powinna by¢
przyspieszana. Tego przypuszczenia nie popar“y jednak prace Jacoba i in. (2012),
którzy wykazali, »e nawet bez skurczu wiƒksze tempo spadku warto–ci pH wy-
stƒpowa“o w bardzo szybko wych“adzanych (VFC) miƒ–niach jagniƒcych i towa-
rzyszy“a mu poprawa tekstury. Natomiast hipoteza zaproponowana przez War-
ner i in. (2015), zak“ada“a, »e IMP (5-monofosforan inozyny) w miƒ–niach VFC
(pre-rigor) wystƒpowa“ w wiƒkszym stƒ»eniu. Prawdopodobne jest, »e czasami za-
stƒpowa“ on ATP na g“owie miozyny, a to mog“o przyczyni¢ siƒ do os“abienia
mostka aktynowo-miozynowego i wp“ynƒ“o na krucho–¢ miƒsa (Sikes i in., 2017).
Ró»nice w krucho–ci miƒsa wieprzowego wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko-
–ci¡ pomiƒdzy warto–ciami uzyskanymi w pracy a danymi literaturowymi mog¡
czƒ–ciowo wynika¢ z zawarto–ci t“uszczu –ródmiƒ–niowego (Szalata i in., 2005).

W miƒsie –wi« dwóch genotypów large white (LW) oraz duroc � large white
(duroc) zawarto–¢ t“uszczu –ródmiƒ–niowego by“a dodatnio skorelowana z si“¡ ciƒ-
cia (odpowiednio r = 0,32 i 0,43; p ‹ 0,0001) (Ju�arez i in., 2009). Wyznaczone
zale»no–ci pokaza“y, »e wy»sza zawarto–¢ t“uszczu –ródmiƒ–niowego, jak¡ obserwo-
wano w genotypie D (31,81 mg/g) w porównaniu z LW (18,85 mg/g), spowodowa“a
zmniejszenie si“y ciƒcia. Cytowani autorzy odmiennie, w porównaniu z wynikami
niniejszej pracy, nie wykazali istotnego oddzia“ywania wych“adzania na krucho–¢
miƒsa zarówno w ocenie instrumentalnej, jak i sensorycznej. Ponadto nie stwierdzili
ró»nicy w d“ugo–ci sarkomerów miƒ–nia LTL (p > 0,1) w zale»no–ci od zastosowanej
metody ch“odzenia (Ju�arez i in., 2009). Brak wp“ywu metody ch“odzenia na si“ƒ
ciƒcia zaobserwowali tak»e McFarlane i Unruh (1996), Springer i in. (2003) oraz
Tomovi¢ i in. (2008). Na powy»sze mog“y wp“yn¡¢ stosunkowo “agodne (�25�C,
1 h, nadmuch 2,5 m/s) warunki ch“odzenia z nadmuchem i ma“o prawdopodobne
jest, aby spowodowa“y one skurcz ch“odniczy w miƒsie wieprzowym ze wzglƒdu na
bardzo wysoki udzia“ szybkich w“ókien glikolitycznych, które s¡ odporne na skurcz
ch“odniczy (Aalhus i in., 1997, 1998). Jones i in. (1993) odkryli, »e miƒso ze szczu-
plejszych tusz Yorkshire poddanych wych“adzaniu szokowemu (3 h, temp. �40�C)
by“o ciemniejsze, cechowa“o siƒ mniejszym ubytkiem soku miƒ–niowego i wy»sz¡
warto–ci¡ si“y ciƒcia.

W celu zmniejszenia liczby zmiennych opisuj¡cych wp“yw procesu wych“adza-
nia z ró»n¡ szybko–ci¡ i ustalenia zale»no–ci miƒdzy ocenianymi czynnikami wy-
korzystano analizƒ sk“adowych g“ównych PCA (Principal Component Analysis)
(rys. 4). Projekcja wyników badanych cech: warto–ci pH (2 h i 24 h), zawarto–ci
glikogenu i kwasu mlekowego (2 h i 24 h), wielko–ci wycieku wirówkowego (wodo-
ch“onno–ci) (24 h i 6 dni), ubytków przechowalniczych i termicznych (2 dni i 6 dni)
oraz krucho–ci (2 dni i 6 dni) w uk“adzie dwóch pierwszych sk“adowych (PC 1
i PC 2), odpowiedzialnych za prawie 80% (PC 1 = 51,26% i PC 2 = 27,82%) ca“-
kowitej zmienno–ci miƒsa wych“adzanego z ró»n¡ szybko–ci¡, zobrazowa“a zró»ni-
cowanie próbek pod wzglƒdem charakterystyki ich w“a–ciwo–ci (rys. 4a). Pierwsza
sk“adowa zwi¡zana by“a z zawarto–ci¡ glikogenu, kwasu mlekowego, warto–ci¡ pH
oraz wodoch“onno–ci¡ (wielko–ci¡ wycieku wirówkowego, czasem i ubytkami prze-
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Rys. 4. Analiza sk“adowych g“�ownych (PC 1 i PC 2) cech jako�sciowych miƒsa wych“adza-
nego z r�o»n¡ szybko�sci¡: a) wykres wsp�o“rzƒdnych wsp�o“czynnika zmienno�sci, b) wykres
wsp�o“rzƒdnych wsp�o“czynnika przypadku miƒsa wych“adzanego ze zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡:
A (0,12�C/min), B (0,15�C/min), C (0,27�C/min)
Fig. 4. Principal component analysis (PC 1 and PC 2) of qualitative characteristics of meat
cooled at di�erent rates: a) graph of coordinates of the coe�cient of variation, b) graph
of coordinates of the case coe�cient for meat cooled at di�erent rates A (0.12�C/min), B
(0.15�C/min), C (0.27�C/min)

chowalniczymi). Natomiast znaczny wk“ad w tworzenie sk“adowej drugiej mia“y
si“a (krucho–¢) i praca ciƒcia oraz ubytki termiczne z miƒsa.

Na podstawie zasobów zmienno–ci wspólnej wykazano, »e 91% wariancji kru-
cho–ci oraz 75% wariancji wodoch“onno–ci wyja–niaj¡ pierwsze dwie sk“adowe.
Z pewnym uproszczeniem mo»na przyj¡¢, »e utworzona dwuwymiarowa p“aszczy-
zna jest rozpiƒta na sk“adowej 1 ÿwodoch“onno–¢" i sk“adowej 2 ÿkrucho–¢". Bliskie
po“o»enie wektora glikogenu i wodoch“onno–ci oraz krucho–ci i pracy ciƒcia wska-
zuje na dodatnie skorelowanie tych zmiennych. Natomiast przeciwne po“o»enie
wektorów warto–ci pH i kwasu mlekowego –wiadczy o wyst¡pieniu korelacji ujem-
nej. Zasadnicze zgrupowanie prób wych“adzanych ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ po
6 dniach przechowywania obserwowano po lewej stronie wykresu i wskazuje ono na
nieco mniejsze zró»nicowanie pod wzglƒdem analizowanych wyró»ników (rys. 4b).
Natomiast po prawej stronie wyodrƒbniono próby wych“adzane najszybciej, które
charakteryzowa“y siƒ istotnie mniejsz¡ krucho–ci¡ i wiƒksz¡ prac¡ ciƒcia. Rezultaty
uzyskane w niniejszej pracy potwierdzi“y, »e badane cechy miƒsa: warto–¢ pH, stƒ»e-
nie glikogenu i kwasu mlekowego, wielko–¢ wycieku wirówkowego (wodoch“onno–¢),
ubytki przechowalnicze i termiczne oraz krucho–¢ w wiƒkszym stopniu zró»nico-
wa“y miƒ–nie oceniane w pierwszym terminie tj. w krótszym czasie od zako«czenia
wych“adzania z ró»n¡ szybko–ci¡.

Na podstawie uzyskanych wyników mo»na stwierdzi¢, »e zastosowanie szybko-
–ci wych“adzania 0,27�C/min (tj. takiej, jak¡ wykorzystano w przypadku prób C)
prowadzi“o do uzyskania surowca miƒsnego o niepo»¡danej jako–ci zwi¡zanej z jego
gorsz¡ wodoch“onno–ci¡ i krucho–ci¡. Powy»sze mo»e sugerowa¢ warto–¢ aplika-
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cyjn¡ pracy zwi¡zan¡ ze wskazaniem maksymalnej szybko–ci wych“adzania miƒsa
0,15�C/min jako zalecanej w celu uzyskania jego po»¡danych cech jako–ciowych,
w tym wodoch“onno–ci i krucho–ci.

5.1.4. Okre–lenie wp“ywu szybko–ci wych“adzania miƒ–ni wieprzowych
i czasu przechowywania na zmiany udzia“u bia“ek na podstawie
SDS-PAGE i metody Western blot

Chocia» badania nad wp“ywem ró»nych czynników, np. elektrostymulacji (Kim
i in., 2013b), temperatury procesu dojrzewania (Rees i in., 2003a), jako–ci (Mon-
towska i in., 2009; �elechowska i in., 2012) i pH ko«cowego miƒsa (Grze– i in., 2017;
Wu i in., 2014b) oraz genotypu (Laville i in., 2009b) na obecno–¢ i zmiany udzia“u
bia“ek miƒ–niowych s¡ przedmiotem licznych doniesie« literaturowych, wiele aspek-
tów w tym zakresie nadal wymaga uzupe“nienia. Jednym z nich jest poszukiwanie
odpowiedzi na coraz czƒ–ciej zadawane pytanie, czy i w jaki sposób proces wych“a-
dzania wp“ywa na zmiany udzia“u bia“ek miƒ–niowych i jakie jest ich oddzia“ywa-
nie na w“a–ciwo–ci miƒsa kulinarnego oraz przeznaczonego do przetwórstwa. Celem
niniejszego rozdzia“u by“o okre–lenie zmian udzia“u wybranych bia“ek mio�brylar-
nych oraz bia“ek wystƒpuj¡cych we frakcji wycieku wirówkowego i powi¡zanie ich
z oddzia“ywaniem na cechy jako–ciowe, w tym wodoch“onno–¢ i krucho–¢ miƒsa
wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡.

Zmiany udzia“u bia“ek miƒsa wieprzowego wyznaczone na podstawie SDS-
-PAGE
Bia“ka miƒsa wieprzowego wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ rozdzielono,
wykorzystuj¡c technikƒ elektroforezy jednokierunkowej, w 15% »elach poliakryla-
midowych z SDS i 8M mocznikiem (SDS-PAGE) (rys. 5, tab. 10) (Pospiech i in.,
2003c). Przyk“adowy obraz rozdzia“u elektroforetycznego bia“ek miƒsa wych“adza-
nego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ podczas sk“adowania w warunkach ch“odniczych
przedstawiono na rysunku 5. Na »elu zaznaczono masy cz¡steczkowe zastosowa-
nego standardu jak równie» umiejscowienie bia“ek opisywanych w literaturze, tj.
titiny (�3700 kDa), miozyny (205 kDa), �-aktyniny (105 kDa), aktyny (42 kDa),
troponiny-T (Tn{T) (38{36 kDa) oraz zakresy bia“ek analizowane w niniejszej
pracy w wyznaczonych przedzia“ach mas cz¡steczkowych.

Udzia“ procentowy pasma o masie 3700 kDa, wskazywanego jako titina, kszta“-
towa“ siƒ na poziomie od 5,44% do 6,20%, odpowiednio w próbie B po 24 h i w miƒ-
–niach C po 6 dniach (tab. 10). Nie wykazano wp“ywu szybko–ci wych“adzania na
wystƒpowanie powy»szego bia“ka. W drugim terminie analiz ró»nice { szczegól-
nie miƒdzy próbami A i B { by“y nieznaczne. Nieco wiƒkszy udzia“ tego pasma
(6,20%) stwierdzono po 6 dniach w miƒ–niach wych“adzanych najszybciej. Jed-
nak by“a to wielko–¢ nieistotna statystycznie w odniesieniu do pozosta“ych prób.
Titina jest g“ównym bia“kiem cytoszkieletu w“ókien miƒ–niowych, wyró»nia siƒ
najwiƒksz¡ mas¡ cz¡steczkow¡ spo–ród wszystkich bia“ek miƒsa. Jest bardzo po-
datna na proces degradacji w czasie poubojowego dojrzewania. Podobne rezultaty
w miƒsie cechuj¡cym siƒ typow¡ krucho–ci¡ { tzn. twardym po 48 h i kruchym po
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Rys. 5. Rozdzia“ elektroforetyczny bia“ek miƒsa sch“adzanego ze zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡.
A (0,12�C/min), 45 min; ST { standard; A 24 h, 6 dni; C (0,27�C/min) 24 h, 6 dni;
B (0,15�C/min) 24 h, 6 dni. Strza“ki po lewej stronie odnosz¡ siƒ do bia“ek standardu,
strza“ki po prawej stronie wskazuj¡ wybrane pasma analizowanych bia“ek, klamry obrazuj¡
zakresy
Fig. 5. Electrophoretic separation of proteins of meat cooled at di�erent rates.
A (0.12�C/min), 45 min; ST { standard; A 24 hours, 6 days; C (0.27 �C/min) 24 hours,
6 days; B (0.15�C/min) 24 hours, 6 days. The arrows on the left side refer to the proteins
of the standard, the arrows on the right side indicate the selected bands of the analysed
proteins, the curly brackets show the ranges

144 h (5,31{5,53%) { uzyskali Grze– i in. (2017), porównuj¡c miƒ–nie longissimus
dorsi –wi« o zró»nicowanym przebiegu procesu kruszenia. Autorzy ci zaobserwowali
istotnie wiƒksz¡ ilo–¢ titiny (7,61%) w miƒ–niach charakteryzuj¡cych siƒ najwiƒksz¡
twardo–ci¡ po 6 dniach przechowywania.

Udzia“ bia“ek o masie 205 kDa, w którego sk“ad wchodzi“a najprawdopodobniej
g“ównie miozyna, mie–ci“ siƒ w przedziale od 15,42% po 24 h dla prób C wych“a-
dzanych najszybciej do 17,91% dla miƒsa B, równie» w tym terminie. Po 24 h wy-
kazano istotne oddzia“ywanie szybko–ci wych“adzania na ilo–¢ tego bia“ka. Próby B
(0,15�C/min) cechowa“ istotnie wiƒkszy (17,91%) udzia“ pasma o masie 205 kDa,
w porównaniu z warto–ci¡ 15,42% uzyskan¡ dla miƒ–ni C (0,27�C/min). Próby
wych“adzane najwolniej charakteryzowa“a warto–¢ po–rednia. Po 6 dniach sk“ado-
wania jego wielko–¢ w miƒsie wych“adzanym z szybko–ci¡ 0,15�C/min zmniejszy“a
siƒ do ilo–ci 15,85%.
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Tabela 11. Wp“yw szybko�sci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na zmiany udzia“u bia“ek miƒsa
Table 11. Inuence of the cooling rate (W), storage time (T) and their interaction on changes
in the proportion of meat proteins

Udzia“ pasma
Bia“ka

Szybko�s�c wych“adzania Czas przechowywania Interakcja
Band proportion

Proteins
Cooling rate Storage time Interaction

(%) W T W � T
�3700 kDa titina NS NS NS

205 kDa miozyna NS NS *
105 kDa �-aktynina NS NS NS
42 kDa aktyna ** NS **

38{36 kDa troponina-T * * NS
<104{43> kDa ** NS NS
<30{20> kDa NS NS NS

<42 kDa NS NS NS

*p ‹ 0,05, **p ‹ 0,01; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

Tabela 12.Wsp�o“czynniki korelacji miƒdzy udzia“em wybranych bia“ek miƒ�sniowych a warto�sci¡
pH i w“a�sciwo�sciami miƒsa w czasie przechowywania
Table 12. Coe�cients of correlation between the proportion of selected muscle proteins and the
pH value and properties of the meat during storage

Masa
Warto�s�c

Ubytek
Ubytek Wodo-

cz¡steczkowa
pH

przechowal-
termiczny ch“onno�s�c Krucho�s�c

Molecular Bia“ka
pH value

niczy
Thermal Centrifugal WBSF

weight Proteins
(24 h

Storage
loss drip (N/cm2)

(kDa)
i 6 dni)

loss
(%) (%)

N=30 (%)

�3700 kDa titina 0,09NS 0,26NS �0,12NS �0,10NS 0,19NS

205 kDa miozyna 0,02NS �0,09NS �0,35NS �0,01NS �0,02NS

105 kDa �-aktynina 0,36* �0,39* 0,06NS �0,03NS �0,04NS

42 kDa aktyna 0,16NS 0,13NS �0,41* �0,18NS �0,42*
38{36 kDa troponina-T �0,09NS �0,45* �0,04NS 0,50* 0,08NS

<104{43> kDa �0,33NS 0,12NS 0,10NS 0,05NS 0,07NS

<30{20> kDa 0,13NS �0,16NS �0,06NS �0,26NS �0,24NS

<42 kDa �0,03NS �0,17NS 0,37* 0,19NS 0,11NS

*p ‹ 0,05; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji stwierdzono istotny wp“yw
interakcji szybko–ci wych“adzania i czasu przechowywania na zmiany bia“ek o ma-
sie 205 kDa (tab. 11). Odnotowany najmniejszy udzia“ pasma o masie 205 kDa
w próbkach C 24 h po uboju móg“ by¢ spowodowany wolniejsz¡ degradacj¡ titiny,
co potwierdzi“y dalsze badania z wykorzystaniem immunoblotingu (rys. 8, tab. 18).
W sk“ad pasma 205 kDa mog“y wchodzi¢ produkty degradacji pochodz¡ce od ti-
tiny, obserwowane we wcze–niejszych badaniach (Pospiech i in., 2000; Szalata i in.,
2005). Przyczyn¡ powy»szej obserwacji mog“y by¢ tak»e: wypadanie miozyny ze
struktur cytoszkieletu w“ókien miƒ–niowych lub destrukcja mostków poprzecznych
stanowi¡cych po“¡czenie pomiƒdzy aktyn¡ i miozyn¡, czego konsekwencj¡ by“o
pojawienie siƒ “a«cuchów ciƒ»kich miozyny we frakcji wycieku wirówkowego, co
zaobserwowano podczas identy�kacji bia“ek przy wykorzystaniu techniki Western
blot (rys. 9, tab. 19).
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Pasmo o masie 105 kDa odpowiada przede wszystkim �-aktyninie, która jest
g“ównym sk“adnikiem dysku Z i wi¡»e siƒ z �lamentami aktyny oraz bia“kami
strukturalnymi w celu stabilizacji cytoszkieletu, odgrywaj¡c wa»n¡ rolƒ w procesie
proteolizy (Berman i North, 2010). Jego udzia“ mie–ci“ siƒ w przedziale od 6,09%
do 6,90% (rys. 5, tab. 10). Zmiany udzia“u �-aktyniny by“y niewielkie i nie stwier-
dzono wp“ywu zastosowanej szybko–ci wych“adzania oraz czasu przechowywania
na jej ekspresjƒ. Zmniejszenie ilo–ci �-aktyniny po 6 dniach { szczególnie w przy-
padku prób A i B { mo»e wskazywa¢ na degradacjƒ linii Z wraz z wyd“u»eniem
czasu przechowywania. Rezultaty te s¡ zgodne z danymi wskazuj¡cymi na niewiel-
kie zmiany udzia“u tego pasma w miƒsie byd“a czterech ras (holsztyno-fryzyjskiej,
polskiej czerwonej, hereford i limousine) oraz w ró»nych miƒ–niach podczas doj-
rzewania (Iwanowska i in., 2011; Zaj¡c i in., 2016). Wyniki w“asne uzyskane w ni-
niejszej pracy s¡ zbie»ne z opracowaniami dotycz¡cymi wp“ywu jako–ci miƒsa na
zmiany udzia“u jego bia“ek. Podobny udzia“ �-aktyniny, na poziomie 6,14{6,56%
w miƒsie normalnej jako–ci, wodnistym i kwa–nym przedstawili �elechowska i in.
(2012), nie wykazuj¡c jednocze–nie oddzia“ywania zró»nicowanej jako–ci na eks-
presjƒ tego bia“ka (�elechowska i in., 2012). Na podstawie przeprowadzonych ba-
da« wykazano istotn¡ dodatni¡ zale»no–¢ miƒdzy udzia“em �-aktyniny a warto–ci¡
pH24h (r = 0,36; p ‹ 0,05), co jest zgodne z obserwacjami innych autorów, któ-
rzy odnotowali powy»sz¡ zale»no–¢, jednak na nieco wy»szym poziomie (r = 0,63;
p ‹ 0,05) (�elechowska i in., 2012).

Udzia“ aktyny, bia“ka o masie 42 kDa w miƒsie wych“adzanym ze zró»nico-
wan¡ szybko–ci¡ w czasie 6-dniowego przechowywania przyjmowa“ warto–ci od
14,91% do 18,12%. Wyniki uzyskane po 24 h ró»ni“y siƒ nieznacznie i wynosi“y od
16,10% (A) do 16,24% (C). Po 6 dniach wykazano istotne zró»nicowanie w udziale
tego bia“ka zwi¡zane z wp“ywem szybko–ci wych“adzania. Jego znacz¡co mniejszy
udzia“ odnotowano w próbach C wych“adzanych najszybciej (14,91%) w porówna-
niu z miƒsem prób A (17,58%) i B (18,12%). Ponadto obserwowano istotne obni-
»enie ilo–ci powy»szego bia“ka wraz z wyd“u»eniem czasu przechowywania ch“od-
niczego miƒ–ni B (0,15�C/min) z 16,10% do 18,12%, a nawet prób A (0,12�C/min)
z 16,18% do 17,58%. Dla wszystkich analizowanych prób wykazano istotn¡ ujemn¡
korelacjƒ pomiƒdzy udzia“em aktyny a ubytkami termicznymi i krucho–ci¡ miƒsa
r = �0,41 i r = �0,42 (p ‹ 0,05) (tab. 12). Ponadto po 6 dniach stwierdzono istotn¡
ujemn¡ zale»no–¢ pomiƒdzy udzia“em aktyny a ubytkami termicznymi i krucho–ci¡
r = �0,75 i r = �0,55 (p ‹ 0,05) (tab. 13).

�elechowska i in. (2012) stwierdzili po 48 h podobny udzia“ aktyny od 16,8% do
17,46% w miƒsie –wi« o zró»nicowanej jako–ci RFN, PSE i kwa–nym. Nieco wiƒksz¡
jej ilo–¢ 18,5% do 21,8% w miƒ–niach ciel¡t, ja“ówek i krów obserwowali Ko“czak
i in. (2003). Mniejszy udzia“ tego pasma bia“ek mo»e wynika¢ z faktu, »e w ba-
daniach w“asnych miƒso rozdzielone elektroforetycznie zawiera“o zarówno bia“ka
mio�brylarne, jak i sarkoplazmatyczne, natomiast Ko“czak i in. (2003) analizowali
próbki, które stanowi“y wyekstrahowane bia“ka mio�brylarne. Ponadto ró»nice te
mog¡ by¢ rezultatem pochodzenia gatunkowego tkanki miƒ–niowej, wieku zwierz¡t,
rodzaju analizowanych miƒ–ni i czasu przechowywania (Ko“czak i in., 2003).

Udzia“ troponiny-T, pasma o masie 38-36 kDa wynosi“ 3,59{5,41%. Po 6 dniach
przechowywania stwierdzono wp“yw szybko–ci wych“adzania miƒ–ni na zmiany ilo-
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Tabela 13.Wsp�o“czynniki korelacji miƒdzy udzia“em wybranych bia“ek miƒ�sniowych a cechami
jako�sciowymi miƒsa po 24 h i 6 dniach przechowywania
Table 13. Correlation coe�cients between the proportion of selected muscle proteins and the
quality characteristics of meat after 24 h and 6 days of storage

Masa Warto�s�c
Ubytek

Ubytek Wodo-
cz¡steczkowa pH

przechowal-
termiczny ch“onno�s�c Krucho�s�c

Molecular Bia“ka pH value
niczy

Thermal Centrifugal WBSF
weight Proteins (24 h

Storage
loss drip (N/cm2)

(kDa) i 6 dni)
loss

(%) (%)
N=15

(%)
24 h 2 dni 2 dni 24 h 2 dni

�3700 titina 0,07NS 0,19NS �0,38NS �0,24NS 0,07NS

205 miozyna 0,02NS 0,18NS �0,47NS �0,38NS �0,18NS

105 �-aktynina 0,00NS �0,45NS 0,05NS �0,29NS �0,14NS

42 aktyna 0,18NS 0,14NS �0,15NS 0,01NS 0,15NS

38{36 troponina-T �0,29NS �0,04NS 0,18NS 0,29 NS 0,03NS

<104{43> �0,18NS 0,48NS 0,10NS 0,18NS 0,21NS

<30{20> 0,27NS �0,41NS �0,19NS �0,30NS �0,15NS

<42 0,04NS �0,42NS 0,48NS 0,31NS �0,04NS

6 dni

�3700 titina �0,31NS 0,28NS 0,02NS 0,30NS 0,45NS

205 miozyna �0,28NS �0,13NS �0,09NS 0,32NS 0,38NS

105 �-aktynina 0,23NS �0,57* 0,20NS �0,05NS �0,07NS

42 aktyna 0,08NS �0,17NS �0,75* 0,04NS �0,55*
38{36 troponina-T �0,41NS �0,60* �0,21NS 0,48NS �0,25NS

<104{43> 0,43NS 0,11NS 0,12NS �0,17NS �0,26NS

<30{20> 0,51NS �0,32NS 0,04NS �0,48NS �0,44NS

<42 �0,01NS �0,03NS 0,31NS �0,06NS 0,04NS

*p ‹ 0,05; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

–ci troponiny-T (rys. 5, tab. 10). Istotnie wiƒcej tego bia“ka odnotowano w miƒsie
wych“adzanym najwolniej A (4,63%) w porównaniu z próbami B (3,59%). Wyka-
zano, »e wraz z wyd“u»eniem okresu przechowywania miƒsa ilo–¢ bia“ek o masie
38{36 kDa ulega“a zmniejszeniu szczególnie w miƒsie wych“adzanym najszybciej
(tab. 10). Mniejszy udzia“ troponiny-T w stosunku do prób A odnotowano rów-
nie» w próbach C (3,98%) wych“adzanych najszybciej, jakkolwiek ró»nica ta by“a
nieistotna. Na podstawie analizy korelacji dla wszystkich prób wykazano istotn¡
dodatni¡ zale»no–¢ r = 0,50 (p ‹ 0,05), miƒdzy udzia“em tego pasma a wodoch“on-
no–ci¡ miƒsa (tab. 12).

Obserwowane w miarƒ postƒpuj¡cego procesu dojrzewania zmniejszenie udzia“u
pasma o masie 38{36 kDa mog“o by¢ zwi¡zane z degradacj¡ Tn-T. Poniewa» obraz
»elu rozdzielonych bia“ek miƒsa mo»e wynika¢ ze wzajemnego na“o»enia siƒ pasm
bia“ek mio�bryli i sarkoplazmy (Pospiech, 1990; Hu�-Lonergan i in., 2010), a nie-
kiedy produkty rozpadu innych bia“ek maj¡ masƒ cz¡steczkow¡ zbli»on¡ do Tn-T
(Szalata, 2003), st¡d te» dokonano identy�kacji tego bia“ka z wykorzystaniem me-
tody Western blot (rys. 10, tab. 18). Obserwacj¡ wskazuj¡c¡ na zwi¡zek pomiƒdzy
zmniejszeniem ilo–ci pasma bia“ek o masie 36{38 kDa a degradacj¡ proteolityczn¡
Tn-T jest najprawdopodobniej wzrost udzia“u bia“ek o masie 20{30 kDa, które
zgodnie z danymi literaturowymi (Ho i in., 1994, 1997; �elechowska i in., 2012;
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Bowker i in., 2014) obejmuj¡ g“ównie produkty rozpadu Tn-T. Ponadto Muroya
i in. (2010) sugeruj¡, »e ka»da z izoform Tn-T ulega degradacji do specy�cznego
fragmentu zale»nego od metabolizmu miƒ–ni.

Wed“ug Szalaty i in. (2005) bardziej intensywny proces degradacji bia“ek,
zw“aszcza titiny i troponiny-T, w miƒ–niu longissimus dorsi –wi« o mniejszej miƒ-
sno–ci w porównaniu z miƒ–niem pochodz¡cym od –wi« o wiƒkszej miƒsno–ci mo»e
wskazywa¢ na istnienie pewnych powi¡za« miƒdzy tymi zmianami i szybszym pro-
cesem kruszenia w miƒsie –wi« cechuj¡cych siƒ mniejsz¡ miƒsno–ci¡. G“ównymi
czynnikami wp“ywaj¡cymi na proces kruszenia by“y miƒsno–¢ –wi« oraz czas prze-
chowywania miƒsa po uboju. Natomiast interakcja wymienionych powy»ej czynni-
ków by“a niewielka (Szalata i in., 2005).

Stwierdzono, »e pasma charakteryzuj¡ce siƒ mas¡ cz¡steczkow¡ w przedziale
od 104 do 43 kDa, istotnie ró»nicowa“y próby B i kontrolne A wych“adzane z szyb-
ko–ci¡ 0,12�C/min. Po 24 h próby A cechowa“a istotnie mniejsza (9,72%) ilo–¢
bia“ek w tym zakresie w porównaniu z warto–ciami obserwowanymi dla prób B
(11,63%), a tak»e C, jednak w tym wypadku ró»nica nie by“a istotna statystycznie
(tab. 10). Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji wykazano istotne od-
dzia“ywanie szybko–ci wych“adzania miƒsa na udzia“ pasm bia“ek o masie cz¡stecz-
kowej od 104 do 43 kDa (tab. 11). W powy»szym przedziale mas cz¡steczkowych
mog¡ wystƒpowa¢ bia“ka szoku cieplnego (HSP) HSP90 i HSP70, charakteryzu-
j¡ce siƒ mas¡ cz¡steczkow¡ odpowiednio 90 i 70 kDa. Dane literaturowe wskazuj¡
na zwi¡zek HSP z szybko–ci¡ i stopniem apoptozy komórek miƒ–niowych oraz ich
wp“yw na zmiany strukturalne i metaboliczne podczas dojrzewania poubojowego
(Picard i in., 2015; Picard i Gagaoua, 2017). Ponadto uwa»a siƒ, »e zmienny po-
ziom HSP mo»e odzwierciedla¢ jako–¢ miƒsa, cechy sensoryczne i jego krucho–¢
(Picard i Gagaoua, 2017). Yu i in. (2009) podali, »e s“aba zdolno–¢ zatrzymywania
wody (WHC) i szybsze obni»enie pH w miƒ–niu najd“u»szym grzbietu –wi« by“y
zwi¡zane ze zmniejszeniem poziomu ekspresji HSP90 i HSP70, poniewa» bia“ka
te odgrywaj¡ wa»n¡ rolƒ w utrzymaniu przestrzennej struktury w“ókien miƒ–nio-
wych. Temperatura jest jednym z czynników wp“ywaj¡cych na wzrost ekspresji
HSP, st¡d próby B i C wych“adzane szybciej wykazywa“y wiƒkszy udzia“ bia“ek
w przedziale 104{43 kDa, szczególnie w pierwszych godzinach po uboju.

Bia“kiem cytoszkieletowym miƒ–ni szkieletowych wystƒpuj¡cym w zakresie od
104 do 43 kDa jest równie» desmina, której masa cz¡steczkowa wynosi 53 kDa.
Sk“ada siƒ ona z 473 aminokwasów i kodowana jest przez pojedynczy gen (DES)
zlokalizowany na 2 chromosomie (B�ar i in., 2004). Desmina buduje �lamenty
po–rednie typu III. Odpowiada za integralno–¢ i sztywno–¢ komórki miƒ–niowej.
Wskazywana jest jako bia“ko markerowe zdolno–ci zatrzymywania wody. Wy»szy
jej poziom odnotowano w miƒ–niu LD –wi« z mniejszymi ubytkami soku miƒ–nio-
wego (van de Wiel i Zhang, 2007). Badania niniejszej pracy nie obejmowa“y jednak
jej oznaczenia. U“o»enie desminy w poprzek w“ókna sprawia, »e jej proteoliza jest
istotna przy rozpatrywaniu wi¡zania wody (Hu�-Lonergan i Lonergan, 2005). Na-
tomiast jej oddzia“ywanie na krucho–¢ jest rzadziej wskazywane, aczkolwiek nie
jest bez znaczenia.

Hydroliza bia“ek mio�brylarnych miƒsa uwa»ana jest za kluczowy czynnik od-
powiedzialny za jego krucho–¢. Wykazano, »e zaburza ona strukturƒ w“ókien miƒ-
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–niowych i powi¡zana jest ze zmniejszeniem si“y ciƒcia i wynikaj¡c¡ z tego popraw¡
krucho–ci miƒsa (Kemp i in., 2010). Ponadto dowiedziono, »e stopie« degradacji
bia“ek mio�brylarnych wi¡»e siƒ z mniejsz¡ warto–ci¡ si“y ciƒcia i mo»e by¢ stoso-
wany jako wska„nik poziomu jego krucho–ci. Podczas dojrzewania miƒsa kszta“tuj¡
siƒ jego w“a–ciwo–ci istotne zarówno dla producentów, jak i konsumentów, bƒd¡ce
odzwierciedleniem zmian, jakim ulegaj¡ bia“ka miƒ–niowe (Pospiech i in., 2003a).
Zastosowanie optymalnie szybkiego wych“adzania, które nie spowoduje wyst¡pie-
nia skurczu ch“odniczego ani zwiƒkszonych strat soku miƒ–niowego, zapewnia do-
br¡ jako–¢ miƒsa przeznaczonego na cele kulinarne (Honikel, 2004).

Inkubacja mio�bryli z trzema ró»nymi endogennymi uk“adami proteolitycz-
nymi: m-kalpain¡, ekstraktem enzymów lizosmalnych i proteasomem, spowodowa“a
zwiƒkszenie zatrzymania wody w mio�brylach. Podczas inkubacji z m-kalpain¡
i ekstraktem enzymów lizosmalnych desmina uleg“a degradacji, a multikatalityczna
proteaza uwolni“a �-aktyninƒ, bia“ko linii Z (Zeng i in., 2017). Na podstawie uzy-
skanych rezultatów Zeng i in. (2017) przedstawili model, w którym degradacja
bia“ek mio�brylarnych powodowa“a zmianƒ strukturaln¡ i pozwala“a na zwiƒksze-
nie stopnia pƒcznienia mio�bryli w miarƒ przemieszczania wody z zewnƒtrznej do
wewnƒtrznej przestrzeni w“ókienek. W konsekwencji sprzyja to zwiƒkszeniu za-
trzymania wody przez mio�bryle i mo»e wyja–nia¢ obserwowane zmniejszenie ilo-
–ci soku miƒ–niowego w pó„niejszych terminach przechowywania (Hu�-Lonergan
i Lonergan, 2005; Zeng i in., 2017).

Obok enzymów endogennych (systemu kalpain, katepsyn i proteasomu) w pro-
teolizƒ bia“ek miƒsa w“¡czane s¡ enzymy egzogenne. Ha i in. (2012), porównuj¡c
wp“yw ró»nych enzymów proteolitycznych na bia“ka mio�brylarne, zaobserwowali
dzia“anie papainy ukierunkowane na titinƒ, nebulinƒ, “a«cuchy ciƒ»kie miozyny
i aktynƒ. Pod wp“ywem �cyny, bromelainy czy papainy miozyna, bia“ko-C i ak-
tyna uleg“y degradacji (Maqsood i in., 2018).

Niew¡tpliw¡ zalet¡ elektroforezy jest to, »e pozwala ona na jednoczesn¡ sepa-
racjƒ wielu bia“ek. Spo–ród nich izoformy miozyny rozwa»ono jako markery mole-
kularne typu w“ókna miƒ–niowego (Bottinelli i Reggiani, 2000). Podczas skurczu
miƒ–ni izoformy miozyny wspó“dzia“aj¡ razem z innymi bia“kami mio�brylarnymi,
zw“aszcza troponin¡-T i tropomiozyn¡ oraz ich izoformami (Bottinelli i Reggiani,
2000). Na tej podstawie wykazano, »e równie» sk“ad izoform bia“ek mio�brylar-
nych wp“ywa na skurcz w“ókien i w“a–ciwo–ci biochemiczne miƒ–ni wraz z rozwojem
stƒ»enia poubojowego (Schia�no i Reggiani, 1996; Bottinelli, 2001; Stephenson,
2001), a w konsekwencji na jako–¢ miƒsa, szczególnie wieprzowiny (Gil i in., 2003;
Choi i Kim, 2009), byd“a (Olivan i in., 2004; Muroya i in., 2007), królików (Ramirez
i in., 2004) i owiec (Sazili i in., 2005).

Konsekwencj¡ szybszego wych“adzania by“ skurcz ch“odniczy i w efekcie gorsza
krucho–¢ miƒsa. Obserwowane po 2 dniach powolniejsze obni»enie pH w miƒ–niach
wych“adzanych szybciej mog“o sprzyja¢ aktywno–ci kalpain, st¡d mo»na oczeki-
wa¢ bardziej rozleg“ej proteolizy bia“ek. Jednak aktywno–¢ kalpain zale»y tak»e od
temperatury, która mo»e spowalnia¢ te procesy. Tak wiƒc interakcja tych dwóch
czynników, tj. pH i temperatury, prowadzi do tego, »e efekt proteolizy jest trudny
do zaobserwowania szczególnie wtedy, gdy badania dotycz¡ bia“ek miƒsa z po-
miniƒciem etapu ich frakcjonowania. Pe“niejszy obraz zmian starano siƒ uzyska¢,
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analizuj¡c bia“ka frakcji wycieku wirówkowego oraz stosuj¡c metodƒ Western blot
z przeciwcia“ami wybranych bia“ek.

Zmiany udzia“u bia“ek frakcji wycieku wirówkowego wyznaczone
na podstawie SDS-PAGE
W sk“ad wycieku wirówkowego wchodz¡ przede wszystkim bia“ka sarkoplazma-
tyczne. Znajduj¡ siƒ w nim równie» bia“ka mio�brylarne, w tym cytoszkieletowe,
które przesz“y do frakcji wycieku pod wp“ywem dzia“ania si“y od–rodkowej w cza-
sie wirowania (rys. 6, tab. 14). Obecno–¢ bia“ek mio�brylarnych jest rezultatem
zmian w tkance miƒ–niowej wywo“anych zastosowanymi zabiegami poubojowymi
oraz procesami stƒ»enia poubojowego i nastƒpuj¡cego po nim dojrzewania. Im
s“abiej s¡ one zwi¡zane ze struktur¡ miƒsa, tym wiƒcej mo»na ich obserwowa¢
w wycieku, a zastosowana si“a od–rodkowa tylko wzmaga ten proces.

Rys. 6. Rozdzia“ elektroforetyczny bia“ek wycieku wir�owkowego z miƒsa sch“adzanego ze
zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡
ST { standard; A (0,12�C/min) 24 h, 6 dni; C (0,27�C/min) 24 h, 6 dni; B (0,15�C/min)
24 h, 6 dni; strza“ki po lewej stronie odnosz¡ siƒ do bia“ek standardu. Strza“ki po prawej
stronie wskazuj¡ wybrane pasma analizowanych bia“ek.
Fig. 6. Electrophoretic separation of centrifugal drip proteins from meat cooled at di�erent
rates
ST { standard; A (0.12�C/min) 24 h, 6 days; C (0.27�C/min) 24 h, 6 days; B (0.15�C/min)
24 h, 6 days. The arrows on the right indicate the selected bands of the analysed proteins.

Badania w“asne przeprowadzono na wycieku wirówkowym, który otrzymano
{ wykonuj¡c oznaczenie wodoch“onno–ci { w wyniku odwirowania próbki. Nato-
miast w literaturze charakteryzowane s¡ czƒ–ciej bia“ka sarkoplazmatyczne soku
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miƒ–niowego, który powstaje naturalnie podczas przechowywania surowca miƒ-
snego (�elechowska i in., 2012; Przybylski i in., 2016) lub pozyskiwane z miƒsa po
procesie ekstrakcji buforem o niskiej sile jonowej, a nastƒpnie odwirowaniu (Joo
i in., 1999; Marino i in., 2014; Pomponio i in., 2018).

Na podstawie rozdzia“u elektroforetycznego wyznaczono zmiany udzia“u 16
pasm bia“ek frakcji wycieku wirówkowego w szerokim zakresie mas cz¡steczko-
wych { od 2400 kDa do poni»ej 10 kDa (rys. 6, tab. 14). Uzyskany obraz »elu
w ca“ym zakresie mas cz¡steczkowych jest zbie»ny z rozdzia“em elektroforetycz-
nym bia“ek wycieku wirówkowego przedstawionym przez Miko“ajczak i in. (2005a,
2005b) oraz Montowsk¡ i in. (2009), a w przedziale 200{20 kDa do obrazu prezento-
wanego w pracy Di Luca i in. (2011). Natomiast w przedziale mas cz¡steczkowych
od 200 kDa do 15 kDa jest podobny do pro�lu bia“ek soku miƒ–niowego pozy-
skanego przez �elechowsk¡ i in. (2012) z surowego miƒsa –wi« linii hybrydowej
neckar o zró»nicowanej jako–ci oraz z miƒsa loszek dostƒpnego w warunkach rze„ni
komercyjnej, prezentowanego przez Pomponio i in. (2018).

We frakcji wycieku wirówkowego obserwowano charakterystyczne bia“ka sar-
koplazmatyczne, oznaczone odpowiednimi numerami analizowanych pasm: fosfo-
rylazƒ b (4), 6-fosfofruktokinazƒ (5), kinazƒ pirogronianow¡ (7), enolazƒ (8), ki-
nazƒ kreatynow¡ (9), aldolazƒ (10), dehydrogenazƒ aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(11) oraz mioglobinƒ (14), wystƒpuj¡ce równie» w soku miƒ–niowym z surowego
miƒsa wieprzowego (�elechowska i in., 2012, Przybylski i in., 2016; Pomponio i in.,
2018), byd“a (Marino i in., 2014) i wielb“¡dów (Maqsood i in., 2018). Wymienione
bia“ka z wyj¡tkiem mioglobiny oraz kinazy kreatynowej uczestnicz¡cej w kontr-
akcji aktyny i miozyny s¡ enzymami, które uczestnicz¡ w procesie glikogenolizy
zachodz¡cym w miƒ–niach po uboju.

W przypadku identy�kacji technik¡ spektrometrii mas bia“ek rozdzielonych
przy wykorzystaniu elektroforezy jednokierunkowej (1DE) czy dwukierunkowej
(2DE) zwraca siƒ uwagƒ na dwa zjawiska. Pierwsze zwi¡zane jest z ekspresj¡ wielu
bia“ek stwierdzan¡ w jednym pa–mie/jednej plamie (Zapata i in., 2009; �elechow-
ska i in., 2012). Z drugiej strony produkty degradacji bia“ek s¡ identy�kowane
w kilku pr¡»kach/plamach charakteryzuj¡cych siƒ mniejsz¡ mas¡ cz¡steczkow¡
w porównaniu z mas¡ bia“ek, od których pochodz¡. Kilka bia“ek czy peptydów by“o
obecnych w wiƒcej ni» jednym pr¡»ku prawdopodobnie ze wzglƒdu na obecno–¢
wielu produktów degradacji danego bia“ka, np. kinazy kreatynowej w 4 pr¡»kach
(Purintrapiban i in., 2001), kinazy pirogronianowej w 3 czy GAPDH w 3 pasmach
(Di Luca i in., 2011). Obecno–¢ “a«cuchów lekkich miozyny w pa–mie miozyny
(MHC) t“umaczono wzajemnym po“¡czeniem tych bia“ek wi¡zaniami niekowalen-
cyjnymi (Zapata i in., 2009). Ponadto bia“ka o mniejszej masie cz¡steczkowej prze-
mieszczaj¡ siƒ czƒsto razem z bia“kami o wiƒkszej masie.

W czasie przechowywania miƒsa wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡
jako pierwsze na »elu pojawia“o siƒ pasmo o masie 2400 kDa, którego udzia“ by“
najmniejszy spo–ród wszystkich analizowanych bia“ek wycieku wirówkowego. Po
24 h jego ilo–¢ mie–ci“a siƒ w przedziale od 0,22% do 0,41% (tab. 14). W drugim
terminie analiz, tj. po 6 dniach, bia“ko to stawa“o siƒ wyra„nie widoczne na »elu,
a jego udzia“ wynosi“ od 0,74% do 1,17% (rys. 6, tab. 14). W przypadku miƒ–ni
B (0,15�C/min) i C (0,27�C/min) stwierdzono jego istotnie wiƒkszy udzia“ w dru-
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gim terminie analiz. Zwiƒkszy“ siƒ on odpowiednio z 0,41% do 1,17% i z 0,22%
do 0,90%. Miƒso B wych“adzane z szybko–ci¡ po–redni¡ wyró»nia“o siƒ najwiƒk-
szym udzia“em bia“ek o najwiƒkszej masie. Na podstawie dwuczynnikowej analizy
wariacji wykazano istotny wp“yw czasu przechowywania na zmiany intensywno–ci
bia“ek o masie 2400 kDa (tab. 15).

Tabela 15. Wp“yw szybko�sci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na zmiany udzia“u bia“ek frakcji wycieku wir�owkowego z miƒsa
Table 15. Inuence of cooling rate (W), storage time (T) and their interaction on changes in
the centrifugal drip protein fraction from meat

Pasmo
Masa cz¡steczkowa Szybko�s�c wych“adzania Czas przechowywania Interakcja

Band
Molecular weight Cooling rate Storage time Interaction

(kDa) W T W � T
1 �2400 NS *** NS
2 148{153 NS *** **
3 103 NS NS NS
4 90{95 NS NS NS
5 �68 * NS NS
6 �61 NS NS NS
7 �56 * NS NS
8 �51 NS NS NS
9 �47 NS NS NS

10 �42 NS NS NS
11 36{38 NS NS NS
12 �30 NS *** NS
13 �23 NS NS NS
14 �17 * NS NS
15 13{14 * NS NS
16 <10 NS NS NS

*p ‹ 0,05, **p ‹ 0,01, ***p ‹ 0,001; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

Stwierdzono równie» istotn¡ ujemn¡ zale»no–¢ pomiƒdzy udzia“em pasma o ma-
sie 2400 kDa a wielko–ci¡ wycieku wirówkowego i si“¡ ciƒcia r = �0,78 i r = �0,50
(p ‹ 0,05) oraz dodatni¡ korelacjƒ r = 0,52 (p ‹ 0,05) z ubytkami przechowalni-
czymi (tab. 16). W pierwszym terminie analiz dla wszystkich miƒ–ni sch“adzanych
z ró»n¡ szybko–ci¡ wykazano istotn¡ ujemn¡ korelacjƒ miƒdzy udzia“em pasma
o masie 2400 kDa a wielko–ci¡ wycieku wirówkowego po 24 godzinach (r = �0,71;
p ‹ 0,05) oraz krucho–ci¡ miƒsa po 2 i 6 dniach przechowywania (odpowiednio
r = �0,70 i r = �0,55; p ‹ 0,05) (tab. 17).

Wyniki bada« w“asnych po 6 dniach sk“adowania w warunkach ch“odniczych
miƒsa wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡ (udokumentowane metod¡ We-
stern blot i opisane w nastƒpnym podrozdziale) wskazuj¡ na obecno–¢ w tym za-
kresie masy cz¡steczkowej produktów degradacji titiny. Tym samym mo»na suge-
rowa¢, »e zwi¡zane s¡ ze zmianami strukturalnymi w“ókien miƒ–niowych podczas
dojrzewania. Podobnie Pomponio i in. (2018) obserwowali wystƒpowanie we frak-
cji sarkoplazmatycznej bia“ek o masie powy»ej 250 kDa, jednak dopiero w drugim
tygodniu sk“adowania miƒsa –wi« w temperaturze ok. �1�C. Ponadto pasma te
by“y wyra„nie widoczne, a» do 10 tygodnia przechowywania. Cytowani autorzy
sugerowali, »e powy»sze pasma mog“y stanowi¢ rozpuszczalne peptydy powsta-
j¡ce z hydrolizy bia“ek o wy»szej masie cz¡steczkowej lub usieciowane bia“ka po
procesach utleniania (Est�evez, 2011; Pomponio i in., 2018).
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Tabela 17. Wsp�o“czynniki korelacji pomiƒdzy udzia“em bia“ek wycieku wir�owkowego po 24 h
i 6 dniach przechowywania a cechami jako�sciowymi miƒsa
Table 17. Correlation coe�cients between the proportion of centrifugal drip proteins after 24 h
and 6 days of storage and the quality characteristics of meat

Masa Warto�s�c
Ubytek prze- Ubytek Wodo-

Pasmo
cz¡steczkowa pH

chowalniczy termiczny ch“onno�s�c Krucho�s�c
Band

Molecular pH
Storage Thermal Centrifugal WBSF

N = 15
weight value

loss loss drip (N/cm2)

(kDa)
(%) (%) (%)

24 h 24 h 2 dni 2 dni 24 h 2 dni

1 �2400 0,50NS �0,36NS �0,50NS �0,71* �0,70*
2 148{153 0,27NS �0,40NS �0,08NS �0,47NS �0,18NS

3 103 0,40NS �0,59* �0,22NS �0,57* �0,69*
4 90{95 0,15NS �0,06NS �0,39NS �0,21NS �0,00NS

5 �68 0,02NS 0,38NS �0,52* �0,29NS �0,02NS

6 �61 �0,14NS �0,11NS 0,11NS �0,07NS 0,27NS

7 �56 �0,70* 0,10NS 0,24NS 0,45NS 0,22NS

8 �51 0,77* �0,52* 0,06NS �0,20NS �0,40NS

9 �47 �0,40NS 0,58* 0,00NS 0,37NS 0,57*
10 �42 �0,51NS 0,45NS 0,61* 0,54* 0,46NS

11 36{38 �0,34NS �0,05NS 0,31NS 0,23NS 0,06NS

12 �30 �0,08NS �0,34NS 0,22NS 0,18NS �0,17NS

13 �23 0,44NS 0,05NS �0,16NS �0,26NS 0,18NS

14 �17 �0,09NS 0,04NS �0,17NS �0,19NS �0,10NS

15 13{14 �0,01NS 0,37NS 0,02NS 0,13NS 0,56*
16 < 10 0,60* �0,13NS �0,52* �0,35NS �0,46NS

6 dni

1 �2400 0,39NS �0,34NS �0,63* �0,48NS �0,55*
2 148{153 0,20NS �0,51NS �0,43NS 0,18NS �0,13NS

3 103 0,10NS �0,67* �0,41NS 0,20NS �0,44NS

4 90{95 0,29NS 0,15NS �0,34NS �0,23NS �0,22NS

5 �68 0,16NS 0,39NS �0,55* �0,23NS �0,21NS

6 �61 0,15NS �0,29NS 0,03NS 0,16NS 0,05NS

7 �56 �0,56* 0,10NS 0,15NS 0,38NS 0,16NS

8 �51 0,54* �0,62* �0,47NS �0,24NS �0,42NS

9 �47 �0,20NS 0,76* 0,60* �0,09NS 0,39NS

10 �42 �0,23NS 0,23NS 0,50NS 0,01NS 0,54*
11 36{38 �0,55* �0,13NS 0,54* 0,52* 0,19NS

12 �30 �0,20NS �0,40NS 0,41NS 0,13NS �0,00NS

13 �23 0,54* �0,02NS �0,29NS �0,36NS 0,12NS

14 �17 �0,05NS 0,07NS �0,44NS 0,04NS 0,03NS

15 13{14 0,22NS 0,46NS 0,07NS �0,09NS 0,25NS

16 < 10 0,44NS 0,17NS �0,60* �0,45NS �0,52*

*p ‹ 0,05; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi�cant.

Udzia“ bia“ek o masie 148{153 kDa wzrasta“ istotnie wraz z wyd“u»eniem czasu
przechowywania w próbach B i C wych“adzanych z wiƒksz¡ szybko–ci¡ od warto-
–ci 2,90% i 2,78% do poziomu odpowiednio 3,74% i 4,01% (tab. 14). W drugim
terminie bada« wykazano istotnie wiƒcej tego pasma w próbach C (0,27�C/min)
w porównaniu z miƒsem A wych“adzanym najwolniej. W przypadku wszystkich
analizowanych prób stwierdzono istotn¡ zale»no–¢ miƒdzy udzia“em bia“ka o masie
148{153 kDa a ubytkami przechowalniczymi r = 0,68 (p ‹ 0,05) (tab. 16). Wzrost
jego udzia“u w czasie przechowywania jest zbie»ny z obserwacjami w“asnymi doty-
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cz¡cymi analizy bia“ek wycieku wirówkowego z miƒsa wieprzowego o zró»nicowanej
jako–ci (Miko“ajczak i in., 2005a). W pa–mie tym wcze–niejsza identy�kacja wyko-
nana przy wykorzystaniu spektrometrii mas MALDI-TOF wskaza“a na wystƒpo-
wanie peptydów pochodz¡cych od amylo-�-1,6-glukozydazy (ang. GDE glycogen
debranching enzyme) (179,823 kDa) (Montowska i in., 2009). W badaniach na
wo“owym miƒ–niu longissimus dorsi Yl�a-Ajos i Puolanne (2007) zwrócili uwagƒ
na fakt istotnego zmniejszenia aktywno–ci tego enzymu pod wp“ywem obni»enia
temperatury tusz z 40�C do 4�C i jednocze–nie na znaczne spowolnienie glikolizy.

Zgodnie z danymi literaturowymi pasmo to mo»e by¢ zwi¡zane równie» z bia“-
kami mio�brylarnymi C i M lub stanowi¢ produkty ich degradacji. Bia“ka C i M
reguluj¡ proces skurczu i wp“ywaj¡ na zmianƒ d“ugo–ci �lamentu miozynowego
oraz interakcjƒ miƒdzy aktyn¡ i miozyn¡ (Asghar i in., 1985; Sawdy i in., 2004).
Uwalnianie bia“ka C mo»e zatem prowadzi¢ do rozlu„nienia �lamentów miozyno-
wych, zwiƒkszenia ilo–ci grup dostƒpnych na tych �lamentach i w konsekwencji
powodowa¢ polepszenie WHC. W przeprowadzonym do–wiadczeniu wykazano, »e
wiƒkszy udzia“ bia“ka o masie 148{153 kDa zwi¡zany by“ z lepsz¡ wodoch“onno–ci¡
miƒsa r = �0,81 (p ‹ 0,05) (tab. 16).

Pasmo o masie 90{95 kDa stanowi dobrze opisana w literaturze fosforylaza
b (PHb). Jest to enzym klasy transferaz uczestnicz¡cy w procesie glikogenolizy.
PHb uwalnia glukozƒ z glikogenu, tworz¡c glukozo-1-fosforan (Fischer i in., 1978).
Ko«cowym produktem aktywno–ci PHb i heksokinazy jest glukozo-6-fosforan. We-
d“ug Mel�endez i in. (1997) oko“o 34,6% cz¡steczek glikogenu jest bezpo–rednio po-
datnych na degradacjƒ przez fosforylazƒ. Dodatkowo wyniki bada« Yl�a-Ajos i in.
(2006, 2007) wykaza“y, »e na aktywno–¢ fosforylazy i enzymu rozga“ƒziaj¡cego gli-
kogen wp“ywaj¡ gatunek zwierz¡t, rodzaj miƒ–ni oraz genotyp i kszta“tuj¡ one
ko«cowe pH miƒsa. W pierwszym terminie analiz udzia“ fosforylazy wynosi“ od
6,77% w miƒsie A wych“adzanym najwolniej do 6,84% w próbie B (0,15�C/min).
Wyd“u»enie czasu przechowywania wi¡za“o siƒ z nieznacznym zmniejszeniem ilo-
–ci tego pasma. Po 6 dniach uzyskano wielko–ci w przedziale od 6,27% (B) do
6,60% (C) (tab. 14). W przypadku wszystkich prób wych“adzanych ze zró»nico-
wan¡ szybko–ci¡ wykazano dodatni¡ korelacjƒ miƒdzy wystƒpowaniem fosforylazy
b a krucho–ci¡ miƒsa r = 0,37 (p ‹ 0,05) (tab. 16).

Otrzymane rezultaty s¡ zgodne z danymi literaturowymi, wskazuj¡cymi na
niewielkie zmiany udzia“u fosforylazy w miƒsie o zró»nicowanej jako–ci, tj. nor-
malnym, wodnistym i kwa–nym (�elechowska i in., 2012) oraz podczas przecho-
wywania miƒsa –wi« w temperaturze ok. �1�C i w zakresie temp. 2{4�C (Pom-
ponio i in., 2018). Podobne rezultaty niewielkich zmian ilo–ci tego pasma podczas
dwutygodniowego sk“adowania w warunkach ch“odniczych by“y obserwowane przez
Miko“ajczak i in. (2005b). Wykazano jednak istotnie wiƒkszy udzia“ tego bia“ka
w miƒ–niach wodnistych (PSE) w porównaniu z miƒsem kwa–nym (Miko“ajczak
i in., 2005b). Wyniki bada« Pietrzaka i in. (1997) udowodni“y wytr¡canie fosfory-
lazy sarkoplazmatycznej na bia“kach mio�brylarnych, które by“o odpowiedzialne
za zmniejszon¡ rozpuszczalno–¢ miozyny w miƒsie indyków. Ponadto Alvarado
i Sams (2004) analizuj¡c wp“yw szybko–ci ch“odzenia sugerowali, »e powy»sze zja-
wisko mo»e s“u»y¢ jako wska„nik denaturacji bia“ek miƒ–ni indyków i dodatkowo
powodowa¢ zmniejszenie zdolno–ci zatrzymywania wody i si“y »elowania. Bada-



70

nia przeprowadzone przez Alvarado i Sams (2004) wskaza“y, »e istnieje zwi¡zek
miƒdzy czasem i temperatur¡ sch“adzania a denaturacj¡ bia“ek. Kondycjonowanie
immersyjne w temperaturze 30�C przez 45 i 90 min skutkowa“o wystƒpowaniem
miƒsa PSE, a efekt obni»onej jako–ci wydawa“ siƒ zwi¡zany ze zmniejszeniem roz-
puszczalno–ci fosforylazy. St¡d w celu zapobiegania problemom zwi¡zanym z nisk¡
jako–ci¡ miƒsa zalecane by“o szybkie ch“odzenie tusz indyków we wczesnym okre-
sie pm (Alvarado i Sams, 2004). Fosforylazƒ traktowano równie» jako kluczowy
marker, który mo»e wskazywa¢ na denaturacjƒ bia“ek i obecno–¢ miƒsa PSE –wi«
(Fischer i in., 1979; Zhu i in., 2013) oraz miƒ–ni byd“a o szybkiej glikolizie (Fi-
scher i Hamm, 1980). Jednak Sche�er i Gerrard (2007) podali, »e prawdopodobnie
zmniejszenie rozpuszczalno–ci fosforylazy nie jest g“ównym czynnikiem warunkuj¡-
cym zmieniony metabolizm w miƒ–niach typu PSE. Dodatkowo Boles i in. (1992)
oraz Bjarnadóttir i in. (2010) wykazali, »e wysoka temperatura przy obni»onej
warto–ci pH powodowa“a denaturacjƒ bia“ek, której skutkiem by“o obni»enie roz-
puszczalno–ci, bƒd¡ce wynikiem ich agregacji i wytr¡cania na mio�brylach. Laville
i in. (2009a) zasugerowali, »e mody�kacja rozpuszczalno–ci niektórych enzymów
mo»e by¢ zwi¡zana z ich podatno–ci¡ na utlenianie. W miƒsie wych“adzanym ze
zró»nicowan¡ szybko–ci¡ takie zjawiska równie» mog“y wystƒpowa¢, prowadz¡c do
istotnie mniejszej wodoch“onno–ci oznaczonej na podstawie wielko–ci wycieku wi-
rówkowego miƒsa C wych“adzanego najszybciej.

Badania w“asne, chocia» nie wskazuj¡ na istotne zmiany udzia“u pasma nr 7
(�56 kDa) opisywanego na podstawie „róde“ literatury (Di Luca i in., 2011; Przy-
bylski i in., 2016) jako kinaza pirogronianowa, izomeraza fosfoglukozowa, albumina
surowicza, to na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji wykazano wp“yw
szybko–ci wych“adzania miƒsa na jego intensywno–¢. Ponadto stwierdzono istotn¡
zale»no–¢ pomiƒdzy jego udzia“em a warto–ci¡ pH (r = �0,50; p ‹ 0,05) oraz
wodoch“onno–ci¡ i krucho–ci¡ miƒsa (odpowiednio r = 0,40 i r = 0,37; p ‹ 0,05)
(tab. 16).

�redni udzia“ kinazy kreatynowej (pasma 9) po 24 h wynosi“ 12,52% i zmniej-
sza“ siƒ w czasie przechowywania do 12,00% (tab. 14). Chocia» w prezentowanym
do–wiadczeniu nie obserwowano zmian udzia“u kinazy kreatynowej miƒdzy pró-
bami wych“adzanymi ze zró»nicowan¡ szybko–ci¡, wcze–niejsze badania wykaza“y
jej istotnie wiƒkszy udzia“ w miƒsie –wi« normalnej jako–ci (RFN) w porównaniu
z RFN-s o spowolnionej glikolizie (Montowska i in., 2009). W przypadku wszyst-
kich prób analizowanych po 48 h i 6 dniach stwierdzono istotn¡ korelacjƒ miƒdzy
udzia“em pasma 9 a krucho–ci¡ miƒsa r = 0,62 (p ‹ 0,05) (tab. 16). Wyniki te
s¡ zbie»ne z danymi uzyskanymi z analizy kanonicznej (Cr = 0,8158; p ‹ 0,05)
prezentowanymi przez Montowsk¡ i in. (2009). Natomiast po 6 dniach potwier-
dzono istotn¡ zale»no–¢ r = 0,60 (p ‹ 0,05) (tab. 17) pomiƒdzy udzia“em kinazy
kreatynowej a wielko–ci¡ ubytków termicznych, wykazan¡ równie» na podstawie
analizy kanonicznej (CR = 0,8507; p ‹ 0,05) (Montowska i in., 2009). Van de
Wiel i Zhang (2007) zaobserwowali wy»sz¡ zawarto–¢ kinazy kreatynowej (CK)
w miƒsie o ni»szym pH. Postawili oni hipotezƒ, »e wysoka zawarto–¢ kinazy kre-
atynowej powoduje szybk¡ degradacjƒ fosforanu kreatyny (CP) i przyspiesza gliko-
lizƒ, co z kolei mo»e przyczyni¢ siƒ do szybszego spadku warto–ci pH oraz skurczu
miƒ–ni. W konsekwencji obserwowana by“a ich ni»sza wodoch“onno–¢, okre–lona
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na podstawie wiƒkszych ubytków soku miƒ–niowego. Fosforan kreatyny dyfunduje
z mitochondriów do mio�bryli, gdzie zapewnia energiƒ do skurczu miƒ–ni.

Pasmo 11 o masie 36{38 kDa odpowiada dehydrogenazie aldehydu 3-fosfogli-
cerynowego GAPDH. Jego –redni udzia“ w przypadku miƒsa wych“adzanego ze
zró»nicowan¡ szybko–ci¡ w pierwszym terminie analiz wynosi“ 11,35% i zmieni“
siƒ nieznacznie do wielko–ci 11,77% w czasie przechowywania. Po 6 dniach sk“a-
dowania w ch“odni stwierdzono istotn¡ zale»no–¢ miƒdzy udzia“em tego pasma
a warto–ci¡ pH (r = �0,55), ubytkami termicznymi (r = 0,54) i wodoch“onno–ci¡
miƒsa (r = 0,52; p ‹ 0,05) (tab. 17).

Badania Okumury i in. (2003) wykaza“y zwi¡zek miƒdzy degradacj¡ GAPDH
a zmianami smakowito–ci, zapachu i krucho–ci miƒsa wieprzowego w czasie 20-
-dniowego przechowywania w temp. 4�C. Równie» Park i in. (2007) na podsta-
wie oceny rozdzia“u elektroforetycznego (1DE SDS-PAGE) i spektrometrii mas
dowiedli, »e GAPDH obok troponiny I i kinazy kreatynowej, mo»e by¢ potencjal-
nym wska„nikiem postƒpuj¡cej poubojowej proteolizy miƒsa –wi« rasy landrace
oraz czarnej korea«skiej. Dowiedziono, »e proteoliza bia“ek jest zale»na od typu
w“ókien, który ma znaczenie dla uk“adu enzymów proteolitycznych (Park i in.,
2007). Wcze–niejsze badania oceny zmian bia“ek wycieku wirówkowego pochodz¡-
cego z miƒsa –wi« o zró»nicowanej jako–ci wykaza“y, »e udzia“ pasma o masie
cz¡steczkowej odpowiadaj¡cej GAPDH wyra„nie zmniejsza“ siƒ po 2 tygodniach
sk“adowania w warunkach ch“odniczych (Miko“ajczak i in., 2005a). Podobne rezul-
taty otrzymali Pomponio i in. (2018). W miƒ–niach –wi« po pierwszym tygodniu
przechowywania zarówno w temp. 2,5�C, jak i �1�C obserwowali oni znacznie
s“absze pasmo GAPDH.

Badania przeprowadzone przez Kwasiborskiego i in. (2008) na miƒ–niu najd“u»-
szym lƒd„wi –wi« pochodz¡cych z krzy»ówki large white � landrace wykaza“y, »e
GAPDH i albumina korelowa“y z wczesnopoubojow¡ zmian¡ temperatury miƒ–ni.
Na tym etapie przemian reakcje glikolityczne s¡ egzotermiczne i w zwi¡zku z tym
przyczyniaj¡ siƒ do wzrostu temperatury miƒ–ni bezpo–rednio po uboju. Dotyczy
to szczególnie zwierz¡t, które za »ycia by“y bardzo aktywne �zycznie lub mia“y
wiƒkszy udzia“ w“ókien miƒ–niowych o metabolizmie glikolitycznym. Ich metabo-
lizm jest szybszy, poniewa» intensywniej zachodz¡ reakcje glikolityczne, wzrasta
tak»e poziom GAPDH w ich w“óknach (Kwasiborski i in., 2008).

Poni»ej wyra„nego pr¡»ka nr 14 charakterystycznego dla mioglobiny (ok.
17 kDa), obserwowano pasmo 15, którego masa cz¡steczkowa wynosi“a 13{14 kDa.
Jego udzia“ po 24 h wynosi“ od 1,94% w miƒ–niach wych“adzanych najwolniej
do 2,28% w próbach C (0,27�C/min). Po 6 dniach przechowywania intensywno–¢
tego bia“ka istotnie ró»nicowa“a miƒ–nie A (1,95%) i B (2,51%). Po 24 h wyka-
zano istotn¡ dodatni¡ korelacjƒ pomiƒdzy udzia“em tego pasma a krucho–ci¡ miƒsa
r = 0,56 (p ‹ 0,05) (tab. 17). Identy�kacja tego pasma wymaga jednak dalszych
bada«, jakkolwiek �elechowska i in. (2012) stwierdzili, »e podobne pasmo ozna-
czone jako W12 o masie cz¡steczkowej, poni»ej mioglobiny cechowa“o siƒ istotnie
wiƒksz¡ intensywno–ci¡ w miƒsie PSE i kwa–nym w porównaniu z RFN. Przy wy-
korzystaniu analizy technik¡ spektrometrii mas cytowani autorzy wykazali, »e na
pasmo to sk“ada“y siƒ “a«cuchy B lub D hemoglobiny oraz bia“ko wi¡»¡ce kwasy
t“uszczowe (fatty acid-binding protein, FABP) (�elechowska i in., 2012). Sayd i in.
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(2006) w ekstrakcie bia“ek miƒ–niowych, a �elechowska i in. (2012) w soku miƒ-
–niowym wyznaczyli zale»no–¢ pomiƒdzy FABP i jasno–ci¡ barwy (L*).

Robert i in. (1999) wykazali, »e po inkubacji mio�bryli z protesomem 20S
(otrzymanym z w¡troby bydlƒcej w temp. 37�C przez 24 h) pr¡»ek �-aktyniny
zanika“ we frakcji mio�brylarnej, natomiast jego pojawienie siƒ w supernatan-
cie potwierdzono technik¡ Western blot. Ponadto wykazano, »e multikatalityczna
proteaza 20S przyczynia siƒ w ró»nym stopniu do hydrolizy bia“ek mio�brylar-
nych nawet o du»ej masie cz¡steczkowej, takich jak miozyna, �lamina, aktyna
i troponina-T (Robert i in., 1999). Mo»na sugerowa¢, »e pojawiaj¡ce siƒ we frakcji
wycieku wirówkowego pasmo 3 jest podobne do obserwowanej we frakcji sarko-
plazmatycznej �-aktyniny po inkubacji z proteasomem. Prawdopodobnie mo»e to
–wiadczy¢ o udziale tej grupy enzymów w proteolizie bia“ek miƒsa, ich uwalnianiu
i przemieszczaniu siƒ (podczas analizy zwi¡zanej z uzyskaniem wycieku wirówko-
wego), a tak»e o rozpuszczalno–ci. Zakres zmian w wyniku tego procesu zale»a“
od szybko–ci wych“adzania (tab. 14). W wyniku hydrolizy �-aktynina, która jest
g“ównym sk“adnikiem linii Z, zniknƒ“a prawie ca“kowicie we frakcji mio�brylarnej
i pojawi“a siƒ w supernatancie. �wiadczy to prawdopodobnie o zmianach w struk-
turze linii Z mio�bryli oraz mody�kacji oddzia“ywania miƒdzy miozyn¡ i aktyn¡
(miozyny z lini¡ Z).

Proteoliza jest wynikiem synergicznego dzia“ania ró»nych proteaz, zw“aszcza
kalpain, katepsyn i proteasomu (Pomponio i in., 2018; Rees i in., 2002; Lamare i in.,
2002; Zeng i in., 2017). Jako pierwsze dzia“aj¡ kalpainy aktywowane jonami wapnia
Ca+2, a nastƒpnie enzymy lizosomalne. Ró»ni autorzy (Davies i Goldberg, 1987;
Wenzel i Baumeister, 1993) wykazali równie», »e proteasom 20S bardziej wydaj-
nie hydrolizuje utlenione lub czƒ–ciowo zdenaturowane bia“ka. Kalpainy mog¡ ini-
cjowa¢ rozerwanie i destabilizacjƒ struktur mio�brylarnych, powoduj¡c czƒ–ciowe
uwalnianie i denaturacjƒ bia“ek, co umo»liwia dzia“anie katepsyn i proteasomu
(Robert i in., 1999; Pomponio i Ertbjerg, 2012). Wyniki bada« immunochemicz-
nych (Li i in., 2012a; Mikami i in., 1987) oraz bada«, w których zmierzono ak-
tywno–¢ enzymów lizosomalnych (Ertbjerg i in., 1999; Wu i in., 1981) wskazuj¡,
»e katepsyny s¡ skutecznie uwalniane z lizosomów pm. Inkubacja mio�bryli z ka-
tepsyn¡ B i L spowodowa“a degradacjƒ bia“ek mio�brylarnych (Baron i in., 2004;
Mikami i in., 1987). Zmiany bia“ek zachodz¡ce w miƒ–niach po uboju maj¡ cha-
rakter wielop“aszczyznowy i wieloetapowy. Z jednej strony ich proteoliza zwi¡zana
jest z aktywno–ci¡ enzymów zale»n¡ od temperatury, warto–ci pH czy obecno–ci jo-
nów wapnia. Z drugiej strony kreowana jest przez wzajemne oddzia“ywanie bia“ek
tworz¡cych strukturƒ cytoszkieletu.

Spo–ród 16 analizowanych pasm bia“ek frakcji wycieku wirówkowego na pod-
stawie wspó“czynników korelacji wybrano potencjalne bia“ka kandyduj¡ce jako
wska„niki jako–ci miƒsa. Wyznaczono trzy pasma 1, 5 i 7, których zmiany udzia“u
by“y skorelowane zarówno z niektórymi cechami jako–ciowymi: warto–ci¡ pH, ilo-
–ci¡ glikogenu, kwasu mlekowego, jak równie» z ubytkami przechowalniczymi oraz
wodoch“onno–ci¡ i/lub krucho–ci¡ miƒsa wych“adzanego ze zró»nicowan¡ szybko-
–ci¡ (tab. 16). Natomiast dla pasm 2 i 12 wyznaczono istotn¡ zale»no–¢ miƒdzy
ich udzia“em a wodoch“onno–ci¡ miƒsa. W przypadku pasma 3 stwierdzono jego
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korelacj¦ z krucho±ci¡. Wymienione wy»ej pasma poddano analizie skªadowych
gªównych (PCA) (rys. 7).

Projekcja PCA analizy biaªek frakcji wycieku wirówkowego mi¦sa wychªa-
dzanego ze zró»nicowan¡ szybko±ci¡ w ukªadzie dwóch pierwszych skªadowych
(PC 1 = 46,04% i PC 2 = 21,68%) odpowiedzialnych za ponad 67% zmienno±ci
cech charakteryzuj¡cych mi¦so wychªadzane ze zró»nicowan¡ szybko±ci¡ zostaªa
przedstawiona na rys. 7. Pierwsza skªadowa zwi¡zana jest z czasem, pasmem 1, 2,
5 i 12, a druga z pasmem 7 i 3. Przeciwne poªo»enie wektorów pasm 5 i 12 ±wiadczy
o korelacji ujemnej. Na wykresie mo»na wyodr¦bni¢ grupowanie prób analizowa-
nych po 6 dniach przechowywania, natomiast nie obserwowanogrupowania prób
ró»ni¡cych si¦ szybko±ci¡ wychªadzania. Na podstawie zasobów zmienno±ci wspól-
nej, uwzgl¦dniaj¡c tylko dwie pierwsze skªadowe, wykazano, »e wyja±niaj¡ one
wariancj¦ zmiennych czas, pasmo 1 i 2 odpowiednio w 75%, 81% i79%.

Rys. 7. Analiza skªadowych gª�ownych (PC 1 i PC 2) wybranych pasm biaªek wycieku
wir�owkowego z mi¦sa wychªadzanego z r�o»n¡ szybko�sci¡
a) wykres wsp�oªrz¦dnych wsp�oªczynnika zmienno�sci, b) wykres wsp�oªrz¦dnych wsp�oªczynnika
w przypadku mi¦sa wychªadzanego ze zr�o»nicowan¡ szybko�sci¡ A (0,12 � C/min),
B (0,15� C/min), C (0,27 � C/min) w czasie przechowywania
Fig. 7. Principal component analysis (PC 1 and PC 2) of selected protein bands of centrifugal
drip from meat cooled at di�erent rates
a) graph of coordinates of the coe�cient of variation, b) graph of coordinates of the case
coe�cient: meat cooled at di�erent rates A (0.12 � C/min), B (0.15 � C/min), C (0.27 � C/min)
during storage

Podsumowuj¡c, wyciek wirówkowy jest dobrym ¹ródªem nie tylko biaªek
sarkoplazmatycznych, ale równie» mio�brylarnych, i odzwierciedla zmiany za-
chodz¡ce podczas dojrzewania poubojowego mi¦sa wychªadzanego ze zró»nico-
wan¡ szybko±ci¡. Pasma 1, 2, 3, 5, 7 i 12 reprezentuj¡ce biaªka wycieku wi-
rówkowego, pojawiaj¡ce si¦ na »elu w kolejno±ci od najwi¦kszej do najmniejszej
masy cz¡steczkowej { takie jak titina T2 i produkty degradac ji titiny T1 (1),
amylo-� -1,6-glukozydaza (2), niezidenty�kowane pasmo bezpo±rednio nad fosfo-
rylaz¡ b (3), 6-fosfofruktokinaza (5), kinaza pirogronianowa (7), dehydrogenaza


























































































































































