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ABSTRAKT

Wprowadzenie. Mifso jest jednym z wa»niejszych ,,r de* bia“ka w diecie cz“owieka. Jego
wysoka warto-¢ od»ywcza zwijzana jest z obecno-cij wszystkich aminokwas w egzogen-
nych i biologicznie aktywnych peptyd w. Przemys" mifsny, wychodzjc naprzeciw coraz
wifkszym wymaganiom konsument w, podejmuje dzia“ania zmierzajjce do dostarczania
na rynek mifsa o doskona“ej jako-ci, charakteryzujjcego sif optymalnj wodoch“onno-cij
i krucho-cij. Bia“ka mif-niowe ulegajj istotnym zmianom w czasie poubojowej glikolizy.
Ich tempo determinowane jest r »nymi czynnikami, w tym szczeg Inie procesem wych“a-
dzania oraz wystfpowaniem wady DFD. Podczas pozyskiwania surowca mifsnego o wy-
sokiej, powtarzalnej jako-ci oraz przy zapewnieniu jego trwa“o-ci wa»nj rolf odgrywa
szybko-¢ procesu wych“adzania. Natomiast czynniki przedubojowe wywo“ujjce stres {
takie jak zmienna temperatura otoczenia czy niedob r glukozy { wskazywane sj jako
g“ wna przyczyna odchylenia jako-ciowego DFD.

Przystfpujjc do realizacji niniejszej pracy przyjfto, »e bia“ka sj odbiciem przemian za-
chodzjcych podczas konwersji mif-ni w mifso i mogj by¢ potencjalnymi wska,,nikami jego
jako—ci oraz uczestniczj w kszta“towaniu wodoch“onno-ci i krucho-ci. Jednak»e w litera-
turze niewiele jest danych na temat zmian bia“ek mifsa wieprzowego bfdjcych wynikiem
szybko-ci procesu wych“adzania oraz zwijzanych z wystfpowaniem w mifsie byd“a od-
chylenia jako-ciowego DFD.

Celem pracy by“a analiza bia“ek mif-niowych jako potencjalnych wska,nik w jako-ci
mifsa wieprzowego wych“adzanego ze zr »nicowan; szybko-cij oraz mifsa byd“a z wadj
DFD, ze szczeg Inym uwzglfdnieniem oddzia“ywania na wodoch“onno-¢ i krucho-¢ po-
zyskanego surowca.

Materia“ i metody. Badanym materia“em by"“ mifsie« najd“u»szy klatki piersiowej i Ifd,,wi
(LTL) (m. longissimus thoracis et lumborum) -wi« i byd“a. Proces wych“adzania mifsa
wieprzowego odbywa“ sif ze zr »nicowanj szybko-cij: 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
obr bce termicznej. Ocenie poddano wielko-¢ wycieku wir wkowego oraz si‘y i pracy
cifcia. Bia“ka rozdzielono za pomocj elektroforezy jednokierunkowej w »elach poliakryla-
midowych z SDS (SDS-PAGE). Identy kacjf wybranych bia“ek mifsa wieprzowego prze-
prowadzono, wykorzystujjc metodf Western blot. Mifso byd“a o normalnej jako-ci RFN
i z wadj DFD oceniono na podstawie warto-¢ pH, barwy, wodoch“onno-ci i krucho-ci.
Bia“ka ekstrakt w analizowano z zastosowaniem elektroforezy SDS-PAGE oraz wysoko-
rozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzf»onej z wysokosprawnj chromatogra i
cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS.

Wyniki. Mifso wieprzowe wych"adzane ze zr »nicowanj szybko-cij charakteryzowa“o sif
normalnym przebiegiem poubojowej glikolizy. Mifso pr b B (0,15 C/min) wyr »nia“o sif
najni»szj warto-cij pH we wszystkich terminach analiz i zawarto-cij glikogenu po 2 h oraz
najwy»szij zawarto-cij kwasu mlekowego (2 h). Wych“adzanie z szybko-cij 0,27 C/min
indukowa“o zjawisko skurczu ch“odniczego, kt re wp“ynf“o na ni»szj jako-¢ mifsa wie-
przowego, w tym na obni»enie jego wodoch“onno-ci i krucho-ci. Analiza elektroforetyczna



pro u bia“ek mifsa wykaza“a istotnie wifkszy udzia“ pasma miozyny po 24 h oraz aktyny
po 6 dniach w pr bach B w por wnaniu z pr bami C wych“adzanymi najszybciej. We
frakcji wycieku wir wkowego pr by C po 6 dniach przechowywania stwierdzono wifk-
szy udzia“ dw ch pasm o masie 148{153 kDa (amylo- -1,6-glukozydaza) oraz 47 kDa
(kinaza kreatyny/kinaza fosfoglicerynianowa). Na podstawie analizy Western blot bia“ek
mifsa 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 wir wkowego istotnie oddzia“ywa“a zastoso-
wana szybko-¢ wych“adzania mifsa wieprzowego.

Mifso byd“a z odchyleniem DFD cechowa“a istotnie wifksza warto-¢ pH, ciemniejsza
barwa oraz lepsza krucho-¢ i wodoch“onno-¢ w por wnaniu z pr bami RFN. Uzyskane
wyniki analizy elektroforetycznej pozwalajj na rozr »nienie mifsa RFN od DFD na pod-
stawie pro lu bia“kowego. Mifso z wadj DFD w por wnaniu z RFN wyr »nia“o sif obec-
no-cij pasma o masie 2400 kDa oraz istotnie wifkszym udzia“em pasm bia“ek w zakresie
1200{400 kDa oraz 68 kDa. Analiza, a nastfpnie identy kacja bia“ek i peptyd w eks-
trakt w z mifsa o zr »nicowanej jako-ci przy wykorzystaniu spektrometrii mas sprzf»onej
z wysokosprawnij chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS umosliwi“a wyzna-
czenie bia“ek jako potencjalnych wska,,nik w jako-ci mifsa byd“a z wadj DFD.

Whioski. Na podstawie przeprowadzonych bada« wykazano, »e na jako-¢ i pro | bia“ek
mifsa wieprzowego wp“yni“ proces wych“adzania. Zastosowanie wych“adzania pr b C
z szybko-cij 0,27 C/min zwijzane by“o z wystjpieniem zjawiska skurczu ch“odniczego.
Jego skutkiem by*“o istotne pogorszenie wodoch“onno-ci i krucho-ci mifsa. Uwzglfdnia-
jic por»jdane cechy jako-ciowe mifsa wieprzowego zaleca sif stosowanie maksymalnej
szybko-ci jego wych“adzania na poziomie 0,15 C/min. W wyja-nieniu przyczyn skurczu
ch“odniczego szczeg Inj rolf przypisano “accuchom cif»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* kien mif-niowych. Bia“ka wycieku wir w-
kowego { takie jak titina T2 i produkty degradacji titiny T1, amylo- -1,6-glukozydaza,
niezidenty kowane pasmo bezpo-rednio nad fosforylazj b, 6-fosfofruktokinaza, kinaza
pirogronianowa i dehydrogenaza mleczanowa { mogj by¢ potencjalnymi wska, nikami
w ocenie jako-ci mifsa wieprzowego wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij. Bia‘ka
mif-niowe ocenione na podstawie analizy metodj Western blot titina, “a«cuchy cif»kie
miozyny, troponina-T i GAPDH podlega"y istotnym zmianom pod wp“ywem procesu wy-
ch“adzania. By"y one wynikiem proteolizy, proces w degradacji i agregacji, kt re przez
zr »nicowane interakcje bia“ko-bia“ko oddzia“ywa"y na strukturf cytoszkieletu w* kien
mif-niowych. Obserwowane zmiany bia“ek wp“ywa"y na jako-¢ mifsa 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 najwifkszym znaczeniu
przy r »nicowaniu mifsa byd“a normalnej jako-ci (RFN) i zwadj DFD. W grupie poten-
cjalnych bia“kowych i peptydowych wska,,nik w jako-ci mifsa RFN oraz DFD znalaz"y
sif mifdzy innymi alfa- i beta-enolaza, bia“ko bogate w cysteinf i glicynf, bia“ko 3 do-
meny PDZ i LIM, 6-fosfofruktokinaza, bia“ka szoku cieplnego beta-1 i beta-6, “accuch A
dehydrogenazy L-mleczanowej, kinaza kreatynowa typu M, mioglobina, fosfatydyloeta-
noloamina wij»jcj bia“ko-1 i troponina-T.

S“owa kluczowe: bia“ka, peptydy, jako-¢ mifsa, 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 re ect 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 ¢ 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
in uence 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



of analyses. The share of titin, troponin T, and GAPDH in the centrifugal drip fraction
was signi cantly in uenced 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 in u-
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 in uenced the structure of the
cytoskeleton of muscle bres through various protein-protein interactions. The observed
changes in the proteins in uenced 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 SKR T W | SYMBOLI

AP

BSA
DFD
GAPDH

HSP
I-P

MHC
MLC
MW
PE
pl

pm
RFN

SB

{ fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase)

{ surowicza albumina wo“owa (ang. bovine serum albumin)

{ mifso z wadj DFD ciemne, twarde, suche (ang. dark, rm, dry)

{ dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang.
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

{ bia“ka szoku cieplnego (ang. heat shock protein)

{ immobilon { P, membrana do transferu bia“ek (ang. transfer
membrane)

{ “a«cuchy cif»kie miozyny (ang. myosin heavy chains)

{ “a«cuchy lekkie miozyny (ang. myosin light chains)

{ masa czjsteczkowa (ang. molecular weight)

{ przewodno-¢ elektryczna (ang. electrical conductivity)

{ punkt izoelektryczny (ang. isoelectric point)

{ po uboju, “ac. post mortem (ang. after slaugther)

{ mifso normalnej jako-ci, czerwone, jfdrne, normalne (ang. red,

rm, normal)
{ bufor do barwienia (ang. staining bu er)

SDS-PAGE { elektroforeza w »elu poliakrylamidowym z solj sodowj kwasu

B
TBS

TBST

Tn-T
VFC
WBC
WHC
WBSF

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

{ bufor do transferu (ang. transfer bu er)

{ bufor { s | zjologiczna buforowana trisem (ang. tris bu ered
saline)

{ bufor { s | zjologiczna buforowana trisem z Tween 20 (ang. tris
bu ered saline with Tween 20)

{ troponina-T (ang. troponin-T)

{ bardzo szybkie wych“adzanie (ang. very fast chilling)

{ zdolno-¢ zatrzymywania wody (ang. water binding capacity)

{ zdolno-¢ wijzania wody w“asnej (ang. water holding capacity)

{ si“a cifcia (ang. Warner-Bratzler shear force)






1. WST P

Bia“ka mifsa stanowij przedmiot zainteresowa« wielu naukowc w, jednak ich
szczeg “owa identy kacja, wielokierunkowo-¢ zmian, jakim podlegajj i mechani-
zmy reakcji, w kt rych aktywnie uczestniczj, nie sj jeszcze dok*adnie poznane.

Bia“ka mif-niowe sj analizowane w szerokim aspekcie czynnik w wp“ywajjcych
na ich ekspresjf. Do znacznie rzadszych nale»j badania oceniajjce wp“yw procesu
wych“adzania na zmiany udzia“u bia“ek mif-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 zwierzjt rze,,nych poprzedza proces
dojrzewania mifsa. Etap ten jest wa»nym elementem procesu produkcyjnego, ze
wzglfdu na fakt istotnego oddzia“ywania na jako-¢ pozyskanego surowca mifsnego,
w tym na wielko-¢ wycieku swobodnego z mifsa oraz jego krucho-¢. Obecnie tusze
-wi« coraz czf-ciej sj wych“adzane przy wykorzystaniu tzw. szoku ch“odniczego,
kt rego konsekwencjj mo»e by¢ zbyt szybkie obni»enie temperatury mif-ni, przy
stosunkowo wysokiej warto-ci pH (6,0{6,3) i wystjpienie zjawiska skurczu ch“od-
niczego.

Zmiany bia“ek w czasie dojrzewania mifsa determinowane sj przebiegiem pro-
cesu glikolizy. Stopie« obni»enia pH zale»y silnie od ilo-ci glikogenu obecnego
w mif-niach przed ubojem. Zwifkszona aktywno-¢ zwierzjt w czasie poprzedza-
jicym ub j zmniejsza rezerwy glikogenu w mifsie i ogranicza zakres poubojowej
glikolizy. Skutkuje to wifkszj czfsto-cij wystfpowania odchylenia jako-ciowego
typu DFD (ang. dark, rm, dry { ciemne, twarde, suche). Mimo do-¢ obszernych
danych zwijzanych z ocenj bia“ek mifsa byd“a dotychczas nie zwracano uwagi
na powijzanie ich wystfpowania z wadj DFD. G* wne zainteresowanie by“o sku-
pione na analizie mo»liwo-ci wczesnego prognozowania krucho-ci mifsa 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 mifsie o obni»onej jako-ci (DFD) by“y przedmiotem nie-
licznych prac. Sj zagadnieniem nie do ko«ca poznanym i wymagajj dalszych ba-
da«. Pulford i in. (2008) ocenili zmiany bia“ek mifsa w zale»no-ci od jego pH.
Podobnie jak Lomiwes i in. (2014b), Mahmood i in. (2018), Oh i in. (2019) g* wnj
uwagf skierowali oni na bia“ka szoku cieplnego oraz zale»no-¢ mifdzy ich wystfpo-
waniem a jako-cij mifsa. Cytowani wy»ej autorzy identy kowali bia“ka wybrane
z »elu po elektroforezie dwukierunkowej. W niniejszych badaniach w“asnych posta-
nowiono zwr ci¢ uwagf na bia“ka, kt rych obecno-¢ jest zwijzana nie tylko z pH
mifsa, ale konkretnie z wystfpowaniem wady DFD. Zaproponowano r wnie» od-
mienne podej-cie analityczne, zak“adajjce identy kacjf technikj wysokorozdziel-
czej tandemowej spektrometrii mas sprzf»onej z wysokosprawnj chromatogra j
cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS wszystkich bia“ek i peptyd w zawartych w eks-
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traktach, tzn. z pominifciem rozdzia“u przy wykorzystaniu elektroforezy. Przemys*
mifsny zainteresowany jest przy»yciowym testem dotyczjcym analizy okre-lonych
bia“ek, na podstawie kt rego w przysz“o-ci mo»liwe bfdzie wyeliminowanie byd“a
obarczonego wystfpowaniem wady DFD przed ubojem i ograniczenie strat zak“a-
d w mifsnych.

Bia“ka odzwierciedlajj obraz zmian, jakim podlegajj mif-nie w procesie kon-
wersji w mifso podczas dojrzewania poubojowego i zale»j od tempa przemian
poubojowych determinowanych procesem wych“adzania oraz wystfpowaniem od-
chylenia jako-ciowego DFD. Celem pracy by“a analiza bia“ek mif-niowych jako
potencjalnych wska,,nik w jako-ci, ze szczeg Inym uwzglfdnieniem wodoch“onno-
-ci i krucho-ci mifsa wieprzowego wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij oraz
mifsa byd“a z wadj DFD.



2. PRZEGL D Pl MIENNICTWA

Przedmiotem intensywnego zainteresowania wielu o-rodk w badawczych jest po-
zyskanie surowca mifsnego, kt rego cechy pozwalajj na spe“nienie oczekiwa« za-
r wno producent w, jak i konsument w. Ze wzglfdu na wysokj warto-¢ od»ywczj
oraz po»jdane w“a-ciwo-ci zykochemiczne i sensoryczne mifso kulinarne o dobrej,
powtarzalnej jako-ci jest poszukiwane przez potencjalnych nabywc w. Szeroko ro-
zumiana jako-¢ mo»e by¢ de niowana w bardzo r »ny spos b. Termin ten najczf-
-ciej obejmuje warto-¢ od»ywczj, 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»ywczj mifsa chudego sk“adajj sif przede wszystkim zawar-
to-¢ pe“nowarto-ciowego bia“ka bogatego w aminokwasy egzogenne, peptyd w
biologicznie aktywnych, witamin (szczeg Inie z grupy B), sk*adnik w mineral-
nych (g“ wnie potasu, fosforu, siarki, sodu, chloru, »elaza, cynku, jodu, kobaltu,
miedzi, manganu i selenu), a tak»e wysoka strawno-¢ i biodostfpno-¢ sk“adnik w
niezbfdnych dla prawid“owego rozwoju organizmu. Sensoryczne atrybuty jako-ci
mifsa de niowane sj najczf-ciej w kategoriach akceptacji konsumenckiej i obej-
mujj przede wszystkim krucho-¢, zapach, soczysto-¢ i smak (Robbins i in., 2003;
Grze- i in., 2017; Warner i in., 2017). Oczekiwania konsument w zwijzane sj te»
z odpowiednim wygljdem: barwi, ilo-cij t“uszczu i obecno-cij widocznej tkanki
“jcznej (Brewer i Novakofski, 2008). Krucho-¢ i tekstura odgrywajij wa»niejszj rolf
w przypadku wo“owiny, a na wodoch“onno-¢ { wyznaczanj r wnie» na podstawie
wielko-ci wycieku naturalnego soku mif-niowego { zwraca sif wifkszj uwagf przy
ocenie mifsa wieprzowego. W"a-ciwo-ci technologiczne { takie jak tekstura, struk-
tura, konsystencja, zawarto-¢ i zwijzanie wody { wskazywane sj jako nadrzfdne,
szczeg Inie w przypadku produkt w poddawanych obr bce termicznej. Natomiast
bezpiecze«stwo zdrowotne mifsa okre-lane jest przez obecno-¢ mikroorganizm w
i toksyn, warto-¢ pH, aktywno-¢ wody, potencja“ oksydoredukcyjny, dodatki oraz
inne zanieczyszczenia.

Bia"ka mif-niowe to interesujjce zwijzki, zr »nicowane pod wzglfdem budowy
i pe“nionych funkcji. Dzieli sif je na trzy g“ wne grupy { biaka mio brylarne
(w-r d kt rych wyr »nia sif bia“ka kurczliwe, cytoszkieletowe i regulatorowe),
bia“ka sarkoplazmatyczne i bia“ka “jcznotkankowe (Pospiech i in., 2003b; Pospiech
i in., 2011). llo-¢ konkretnych bia“ek w ramach wymienionych powy»ej grup, od-
mienno-¢ ich ekspresji pod wp“ywem r »nych czynnik w, w tym procesu wych“a-
dzania czy stresu przedubojowego powodujjcego wystfpowanie wady DFD, w du-
»ym stopniu mogj determinowa¢ zmiany zachodzjce w mifsie podczas ch“odni-
czego przechowywania i wymagajj szczeg Inej uwagi. Wyniki bada« wskazujj, »e
postfpy w genomice i proteomice oferujj mo»liwo-¢ lepszego zrozumienia procesu
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konwersji mif-ni w mifso i jego wp“ywu na cechy jako-ci, tj. pH, barwf (L*a*b*)
(Di Luca i in., 2011; Picard i in., 2015; Sierra i in., 2012) oraz krucho-¢ i wodo-
ch“onno-¢ mifsa (Franco i in., 2015; Zeng i in., 2017).

Bia“ka mio brylarne budzjce najwifksze zainteresowanie to przede wszystkim
titina, troponina-T, nebulina i desmina, gdy» ulegajj one proteolizie podczas po-
ubojowego dojrzewania. Zmiany udzia“u bia“ek mio brylarnych wijzano z w“a-ci-
wo-ciami mifsa, tj. wodoch“onno-cij i krucho-cij (Pospiech i in., 2000; Grze-i in.,
2010; Iwanowska i in., 2010a; Zajjc i in., 2016; Grze-i in., 2017; Zeng i in., 2017).
Stopie« proteolizy bia“ek mio brylarnych by* czfsto badany jako ,,r d“o biomarke-
r w cech jako-ci sensorycznej, zw“aszcza tekstury mifsa (Kemp i in., 2010; Ouali
i in., 2013; Hopkins i Geesink, 2009; elechowska i in., 2012).

Drugj grupf bia“ek obecnych w mifsie stanowij bia“ka sarkoplazmatyczne.
W wifkszo-ci sj to enzymy glikolityczne, proteolityczne i mioglobina (Marino i in.,
2014). Niekt re badania koncentrowa"y sif na analizie powijza« mifdzy pro lem
bia“ek sarkoplazmatycznych a jako-cij mifsa (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
moxe dostarczy¢ u»ytecznych informacji na temat poubojowego procesu konwersji
mif-ni w mifso i jego wp“ywu na jako-¢.

Wocze-niejsze badania z u»yciem elektroforezy SDS-PAGE oraz analiza tech-
nikj spektrometrii mas wykaza"y, »e sok mif-niowy jest bogatym ,,r d“em bia“ek
sarkoplazmatycznych, kt re sj potencjalnymi biomarkerami procesu dojrzewania
i cech jako-ci mifsa, takich jak zdolno-¢ do wijzania wody, stabilno-¢ barwy, kru-
cho-¢ i wyr »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-
ment w bia“ek strukturalnych i metabolicznych, tj. 4 fragment w 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 cifcia, ang. Warner-Bratzler shear force, WBSF) po
7 dniach przechowywania mifsa byd“a biotypu Ternera Asturiana (pochodzjcego
od ras Asturiana de los Valles i Asturiana de la Montana, oznaczonego jako Chro-
nione Oznaczenie Geogra czne) oraz wskazanie biotyp w o zr »nicowanym tem-
pie procesu kruszenia (Sierra i in., 2012). Di Luca i in. (2011) analizujjc bia*ka
soku mif-niowego w grupach o zr »nicowanej warto-ci pH i wielko-ci ubytku soku
mif-niowego (ang. water holding capacity, WHC) wykazali, »e bia“ko szoku ciepl-
nego HSP70 moxe by¢ potencjalnym wska,,nikiem jako-ci mifsa w warunkach prze-
mys“owych. Bowker i in. (2014) na podstawie wysokiej korelacji krucho-ci mifsa
(WBSF) i bia“ek soku mif-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 mifsie -wi« jest skorelowana z mniejszj utratj wody i t“uszczu podczas obr bki
cieplnej i jest dodatnio skorelowana z cechami tekstury, takimi jak »ujno-¢, sp j-
no-¢, elastyczno-¢ i twardo-¢ mifsa. Ouali i in. (2013) oraz Bowker i in. (2014)
podali, »e niekt re 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), mogj by¢ stosowane jako potencjalne markery jako-ci senso-
rycznej mifsa, szczeg Inie w odniesieniu do krucho-ci. Di Luca i in. (2011, 2013a)
wykazali, »e niekt re bia"ka sarkoplazmatyczne wycieku wir wkowego mogi by¢
markerami zdolno-ci wijzania 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 tr jfosforanowej wystfpujjcych w tkance mif-niowej sj
wska,,nikami poubojowego dojrzewania mifsa (Di Luca i in., 2013b; Marino i in.,
2014).

Wyniki bada« eksperymentalnych wskazujj r wnie» na zwijzek mifdzy obecno-
-cij niekt rych bia“ek sarkoplazmatycznych a stabilno-cij barwy wo“owiny (Canto
iin., 2015), (Gao i in., 2016) i mifsa owczego (Nair i in., 2016). Zaliczana do powy»-
szej grupy mioglobina o masie czjsteczkowej 17,8 kDa odgrywa najwa»niejszj rolf
w kszta“towaniu barwy mifsa. W -wiesym mifsie wystfpuje jako oksymioglobina
(OMD) i dezoksymioglobina (DMb) { formy »elazawe, kt re mogj ulec utlenie-
niu do stanu »elazowego metmioglobiny (MMb). W mioglobinie czf-¢ globularna
chroni »elazo hemowe przed zewnftrznym utlenianiem (Suman i Joseph, 2013).
Bezpo-rednie utlenianie »elaza i oksydacyjna mody kacja globiny mo»e spowodo-
wat utlenianie mioglobiny (Yin i in., 2011). Obserwowany wzrost zawarto-ci MMb
wskazuje na utlenienie mioglobiny podczas przechowywania. Zwykle w -wie»ym
mifsie MMb mo»e by¢ ponownie zredukowana do DMb i OMb ze wzglfdu na ist-
nienie reduktazy metmioglobiny (MRE). Jednak aktywno-¢ MRE zmnigjsza sif,
gdy mifso dojrzewa lub jest mro»one (Alonso i in., 2016).

Wyniki bada« mifsa loszek (linii Na ma z knurami z linii P76) objftych pro-
gramem eliminacji gen w niekorzystnie wp“ywajjcych na jako-¢ mifsa (RYR1"
i RN ) pokaza'y, »e bia"ka sarkoplazmatyczne wystfpujjce w soku mif-niowym
(takie jak fosforylaza, fosfofruktokinaza, enolaza, kinaza kreatynowa, aldolaza, mu-
taza fosfoglicerynianowa) wykazujj wysokj korelacjf z warto-cij pH, parametrami
barwy, cechami sensorycznymi (tj. krucho-cij i intensywno-cij zapachu), zawarto-
-cij glukozy, bia"ka i t“uszczu -r dmif-niowego. Powy»sze zale»no-ci obserwowano
w tkance mif-niowej po uboju, a bia“ka mifsa sj potencjalnymi wska,,nikami jego
dojrzewania (Przybylski i in., 2016). Ponadto na podstawie analizy kanonicznej
wskazano grupy kilku bia“ek soku mif-niowego, kt re mogij by¢ potencjalnymi
markerami w ocenie cech jako-ciowych mifsa, takich jak warto-¢ pH,4, parametry
barwy (L*a*b*), stf»enie glikogenu i kwasu mlekowego (Montowska i in., 2009;
Przybylski i in., 2016, Grze-i in., 2017). Wed“ug Marino i in. (2014) wifksze uwal-
nianie bia“ek mio brylarnych, takich jak “a«cuchy lekkie miozyny, troponina-T
i tropomiozyna do frakcji rozpuszczalnej, mo»e wskazywa¢ na bardziej intensywni
proteolizf mifsa byd“a rasy podolskiej.

Dane literaturowe dotyczjce czynnik w determinujjcych jako-¢ mifsa sj coraz
bogatsze. Wskazujj one na wa»ne oddzia“ywanie uwarunkowa« przedubojowych
i poubojowych. Zwraca sif uwagf na wiek, p“e¢, masf tuszy, mifsno-¢, poziom
t‘uszczu -r dmif-niowego (Rosenvold i Andersen, 2003; Ngapo i Gariepy, 2008;



16

Wood in., 2008; Channon i Warner, 2011), dob r genotyp w zwierzjt, predyspo-
zycje genetyczne { w szczeg Ino-ci zwijzane z mutacjami r »nych gen w, m.in.
RYR1, RN , PRKAGS3, kalpastatyny, t‘uszczu -r dmif-niowego (HFABP), mio-
geniny i miostatyny, kinazy pirogronianowej (PKM2) w szlaku glikolizy, GLUT4
{ uczestniczjcego w transporcie glukozy oraz na ich interakcje. Kolejnj grupf
stanowij czynniki -rodowiskowe, obejmujjce warunki hodowli i chowu zwijzane
ze stosowanym systemem »ywienia i doborem sk“adnik w pasz oraz z transpor-
tem, w“jczajjc etapy za“adunku, roz“adunku, jego odleg“o-¢ i warunki klimatyczne
podczas obrotu »ywcem (Przybylski i in., 2015; Claussen, 2011). Wiele osijgnif¢
naukowych i technologicznych doprowadzi“o do poprawy dobrostanu zwierzjt, do-
skonalenia strategii »ywienia i wprowadzania innowacji w procesie uboju, w konse-
kwencji powodujjc poprawf jako-ci mifsa oferowanego na rynku (Przybylski i in.,
2015). W Polsce, podobnie jak w innych krajach, funkcjonujj systemy sprzyjajjce
produkcji wysokiej jako-ci wieprzowiny PQS (Pork Quality System) czy wo“owiny
QMP (Quality Meat Program), wspierane przez ustawodawstwo pa«stwa oraz pod-
legajjce 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-¢ mifdzy warto-cij pH i tempem
obnivenia temperatury tusz stanowi realnie udokumentowane odzwierciedlenie ja-
ko-ci wieprzowiny (Bertram i in., 2003). Rozpoczfcie wych“adzania tusz w mo»liwie
kr tkim czasie po wykrwawieniu jest jednym ze sposob w skutecznego obni»enia
temperatury, a w konsekwencji wolniejszych zmian warto-ci pH. Dzifki szybkiemu
sch*adzaniu mifsa mo»na zminimalizowa¢ wystjpienie jednocze-nie wysokiej tem-
peratury >35 C i niskiej warto-ci pH <5,8, sprzyjajjcych wystfpowaniu odchyle«
jako-ciowych. Szybkie obni»enie temperatury mifsa powoduje spowolnienie proce-
s w metabolicznych i tempa spadku pH. Ograniczony zostaje stopie« denaturacji
mioglobiny i innych bia“ek, nastfpuje poprawa barwy i zdolno-ci zatrzymywania
wody przez mifso (van der Wal i in., 1995; Bertram i in., 2003). Stjd wczesne ch“o-
dzenie prowadzone z odpowiednij szybko-cij, w spos b zapewniajjcy optymalne
tempo obni»enia temperatury przy jednoczesnym proporcjonalnym spadku warto-
-ci pH, ogranicza skurcz w" kien i sprzyja uzyskaniu mifsa cechujjcego sif dobrj
jako-cij. Jednocze-nie mo»e zapobiec wystfpowaniu mifsa wadliwego typu PSE
(ang. pale, soft, exudative), okre-lanego jako blade, mifkkie i cieknjce. Jednak
w przypadku mifsa PSE spowodowanego obecno-cij genu RYR1 szybkie zmniej-
szenie temperatury tusz zwykle nie jest wystarczajjce, aby skutecznie ograniczy¢
tempo spadku warto-ci pH mif-ni i zapobiec denaturacji bia“ek (Eilert, 1997).

Intensywne obnivanie temperatury mif-ni, gdy proces glikolizy nie jest jeszcze
zako«czony, mo»e prowadzi¢ do skurczu ch“odniczego mif-ni. Zjawisko to naj-
czf-ciej zachodzi w wczas, gdy temperatura w mif-niach jest poni»ej 10{12 C,
a warto-¢ pH utrzymuje sif powy»ej 6,0{6,3. Powy»sze zakresy temperatury i pH
zale»j od rodzaju w" kien mif-niowych, kt re dominujj w analizowanych mif-
-niach. Przy wifkszej ilo-ci w* kien czerwonych prawdopodobie«stwo wystjpienia
superkontrakcji mif-ni jest wifksze przy wy»szych warto-ciach pH. W mif-niach
o du»ym udziale w* kien 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 mif-ni byd“a i owiec, dla kt rych zjawisko to jest
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znane ju» od dawna, ale tak»e -wi«, szczeg Inie o wysokiej mifsno-ci. W tym przy-
padku warstwa zewnftrzna, kt rj stanowi przede wszystkim s“onina, jest cienka
i chroni mif-nie w tuszy przed ch“odem w bardzo ograniczonym stopniu.

Zwr cenie uwagi na powy»sze zjawisko jest wa»ne, poniewa» tusze -wi« bardzo
czfsto wych“adza sif, stosujjc tzw. szok ch“odniczy. Podczas tego zabiegu poczjt-
kowa temperatura w tunelu wynosi ok. 23 C. Pierwotnie wysoka mifsno-¢ by“a
kojarzona z wystfpowaniem wodnisto-ci, kt rej powstawanie mo»na by“o ograni-
czy¢, stosujjc szybkie wych“adzanie, a nawet zamra»anie. Obecnie postfp w ho-
dowli sprawi“, »e wyeliminowano -winie o du»ej mifsno-ci obarczone genem podat-
no-ci na stres, a w rezultacie przy zachowaniu dobrostanu zwierzjt podczas obrotu
oko"oubojowego przyspieszona glikoliza jest zjawiskiem rzadkim. Natomiast wyko-
rzystanie ultraszybkiego wych“adzania mo»e zwifksza¢ ryzyko pogorszenia jako-ci
i wodoch“onno-ci mifsa. Badania na tuszach -wi«, miesza«c w landrace i yorkshire
krzy»owanych z rasj duroc (LxY)xD (wolnych od gen w podatno-ci na stres) oraz
z rasj hampshire (LxY)xH, kt re by"y nosicielami genu mifsa kwa-nego (RN ),
dowiod"y, »e mifso miesza«c w pierwszej grupy wych“adzane powoli charakteryzo-
wa“o sif lepszj jako-cij (Miszczuk, 2009). Czfsto-¢ wystfpowania mifsa z wycie-
kiem mniejszym ni» 6% po 48 godzinach po uboju w grupie (LxY)xXD by“a istotnie
wifksza w por wnaniu z miesza«cami (LxY)xH. Wykazano jednak, »e szybkie wy-
ch*adzanie zwifkszy“o udzia“ tusz o obni»onym wycieku (< 6%) w przypadku -wi«
(LxY)xH z 60% do oko“o 50%, a zwifkszy“o udzia" tusz z mifsem o wifkszym wy-
cieku (> 6%) w przypadku genotypu (LXY)xD z 11% do ok. 22%. Do-wiadczenie to
potwierdzi“o, »e dj»jc do wyeliminowania wad mifsa i zmniejszenia wycieku soku
mif-niowego, przy uwzglfdnieniu oddzia“ywania czynnik w genetycznych negatyw-
nie oddzia“ujjcych na jako-¢, nale»y ogranicza¢ szybkie wych“adzanie (Miszczuk,
2009). Podobne wnioski dotyczjce istotnego wp“ywu temperatury wych“adzania
poubojowego na powstawanie mifsa PSE u kurczjt i jednocze-nie unikania zbyt
szybkiego wych“adzania mif-ni wysuni“ Barbut (2009).

Szybko-¢ wych“adzania wp“ywa na tempo zmian glikolitycznych w tkance mif-
-niowej po uboju i w ten spos b oddzia“uje na jako-¢ mifsa wieprzowego (Jo-
sell i in., 2003; Zybert i in., 2007; Ilwa«ska i in., 2016; Marino i in., 2013, 2014;
Quali i in., 2013; Picard i in., 2015). Glikogen jest dominujjcym wfglowodanem
w mif-niach i g“ wnym paliwem metabolicznym dla beztlenowej glikolizy, kt ra
ma miejsce pm, gdy mif-nie nie sj ju» zaopatrywane w tlen. Szybko-¢ glikolizy
i okres wstjpienia w stan stf»enia po-miertnego jest r »ny dla poszczeg Inych ga-
tunk w zwierzjt i mif-ni. Wyniki wielu bada« wskazujj na oddzia“ywanie aktyw-
no-ci enzym w glikolitycznych na szybko-¢ glikolizy pm. Wp“ywajj one na tempo
i zakres metabolizmu poubojowego, w konsekwencji przyczyniajjc sif do kszta“to-
wania w“a-ciwo-ci mifsa, takich jak barwa, zdolno-¢ wijzania wody (WHC), kru-
cho-¢ i wyr »niki sensoryczne, w tym smakowito-¢. Cechy te determinujj r wnie»
kierunki jego p ,niejszego przeznaczenia do wykorzystania w produkcji »ywno-ci
(Poso i Puolanne, 2005; Hu -Lonergan i in., 2010; Kyla-Puhju i in. 2005; Zhu i in.,
2013; Copenhafer i in. 2006; Krischek i in., 2011).

Dane literaturowe wskazujj, »e proces wych“adzania poubojowego tusz wp“ywa
na barwf i wodoch“onno-¢ mifsa (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 denaturacjf bia“ek. Zwifksza to rozpraszanie -wiat“a w mif-niach (Lawrie,
1998; Swatland, 1993), bezpo-rednio przyczyniajjc sif do wifkszej jasno-ci (L*),
a tak»e do mniejszej zdolno-ci zatrzymywania wody. Wyniki bada« sugerujj, »e
bia“ka sarkoplazmatyczne mogi by¢ denaturowane i zwijzane z bia"kami mio bry-
larnymi w mif-niach, w kt rych ch“odzenie nastfpowa“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-¢ mifsa. Wyniki bada« mif-ni brojler w dowiod"y, »e denaturacja
bia“ek sarkoplazmatycznych mo»e powodowa¢ ich koagulacjf na bia“kach mio bry-
larnych (Zhu i in., 2011), co wp“ynf“o na interakcjf pomifdzy powierzchnij bia“ka
a otaczajjcj fazj wodnj, zmniejszajjc w ten spos b zdolno-¢ zatrzymania wody
przez mifso (Puolanne i Halonen, 2010). Ponadto stwierdzono, »e wysoka tempe-
ratura we wczesnym okresie po-miertnym mo»e mie¢ wp“yw na aktywacjf kinazy
bia“kowej aktywowanej AMP (AMPK), kluczowego enzymu kontrolujjcego wcze-
snj poubojowj szybko-¢ glikolizy. Zrozumienie powy»szych proces w mo»e pom c
W wyja-nieniu wystfpowania mif-ni jasnych, o niskiej wodoch“onno-ci (England
iin., 2013).

Bertram i in. (2003), wykorzystujjc NMR (magnetyczny rezonans jjdrowy),
wykazali, »e szybkie wych“adzanie poprawia wodoch“onno-¢ przez zmniejszone
gromadzenie sif wody pozaw“ kienkowej (extra-mio brillar) w mifsie pm. R »nice
w ilo-ci wody pozaw* kienkowej i jej akumulacja w du»ym stopniu zale»j od czasu,
w kt rym ma miejsce zaburzenie integralno-ci b“ony kom rkowej. Szybkie ch“odze-
nie prawdopodobnie oddzia“uje na bia“ka, zmieniajjc dynamikf przemieszczania
sif wody w mif-niach, w przestrzeni pozamio brylarnej. Tym samym ogranicza to
gromadzenie sif soku mif-niowego, co r wnie» czf-ciowo odzwierciedla mniejsza
ilo-¢ wycieku wir wkowego z mif-ni.

Zar wno w przypadku mifsa wieprzowego, jak i wo“owego wa»nym wyr »ni-
kiem jego jako-ci jest krucho-¢ (Moeller i in., 2009; Hocquette i in., 2012). Lepetit
i Culioli (1994) zde niowali krucho-¢ mifsa jako g“ wny wyr »nik jako-ci senso-
rycznej obok soczysto-ci i smaku. Nale»y ona do w"a-ciwo-ci mechanicznych i mo»e
by¢ oceniana r wnie» na podstawie instrumentalnego pomiaru warto-ci si“y cifcia
(WBSF). D“ugo-¢ sarkomer w, zawarto-¢ tkanki “jcznej i zmiany bia“ek mif-nio-
wych w du»ym stopniu wyja-niajj r »nice we w“a-ciwo-ciach mifsa, w tym jego
krucho-ci. Zr »nicowanie tempa i zasifgu zmian w procesie dojrzewania wij»e sif
z obni»eniem ilo-ci dostfpnej energii oraz zmianj 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 warunk w redukujjcych
w kom rkach. Powy»sze zmiany majj znaczjcy wp“yw na bia“ka mif-niowe, kt re
w czasie przechowywania mifsa ulegajj proteolizie, oksydacji i S-nitrozylacji. Me-
chanizmy biologiczne zaanga»owane w strukturalne i biochemiczne zmiany podczas
procesu dojrzewania odpowiedzialne za kszta“towanie jako-ci mifsa nie sj jeszcze
do ko«ca poznane. Szybko-¢ procesu wych“adzania mo»e wp“ywa¢ r wnie» na kru-
cho-¢ mifsa. Gdy temperatura tkanki spadnie do ekstremalnie niskiej warto-ci
przed ustaleniem ko«cowego pH, mifso mo»e cechowa¢ ni»sza krucho-¢, zwijzana
ze zjawiskiem skurczu ch*odniczego (Jones i in., 1987; Jeremiah i in., 1992, lwa«ska
iin., 2017).
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Bardzo niska temperatura mif-ni (< 10 ) we wczesnym okresie pm destabili-
zuje zdolno-¢ siateczki sarkoplazmatycznej { czyli g“ wnego miejsca magazynowa-
nia wapnia { do zatrzymywania jon w Ca*? i wywo“uje superkontrakcjf mif-ni.
Nadmierny skurcz w* kien powoduje wyparcie jon w Ca*? z retikulum sarkopla-
zmatycznego. Jego efektem jest mifsie« zbity i twardy. W ekstremalnych warun-
kach ch“odzenia temperatura mif-ni o0 ma“ej -rednicy, umiejscowionych w pobli»u
zewnftrznej czf-ci tuszy, spada szybciej ni» w mif-niach o wifkszej -rednicy. Mo»e
to r wnie» prowadzi¢ do ich skurczu ch“odniczego i w rezultacie do wifkszej twar-
do-ci mifsa.

Warunki wych“adzania tusz w Polsce okre-lono w normie PN-A-07005:2006.
Podobnie jak w innych krajach Unii Europejskiej podlegajj one r wnie» kontroli
zgodnie z rozporzjdzeniem (WE) Nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady.
Ponadto czfsto stanowij jeden z krytycznych punkt w kontroli systemu HACCP.
Wymagana temperatura tusz wieprzowych to 4 C po 24 godzinach od uboju,
a tusz wo"owych i baranich { 7 C przed przystjpieniem do rozbioru (Dz. Urz.,
L139, 2004).

W praktyce przemys“owej przy sch“adzaniu tusz powszechnie u»ywane sj 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“odzj-
cych. W wielu systemach konwencjonalnych stosuje sif temperaturf 1{4 C, przy
prfdko-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 prfdko-ci
1{5 m/s, przez 1 do 3 h. Drugi stopie« stanowi faza doch"adzania w powietrzu
o temp. ok. 2 C, przy prfdko-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 sif wodf
o temp. 1{5 C w po“jczeniu z ch“odzeniem powietrzem o prfdko-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 mifsa (North i Lovatt,
2012). Ze wzglfdu na zmienno-¢ surowca, jego masf, mifsno-¢ zwijzanj ze stop-
niem ot“uszczenia i stosowanie r »nych sposob w osza“amiania prowadzone sj ba-
dania oceny wp“ywu procesu wych“adzania na jako-¢ otrzymanego surowca oraz
jego efektywno-¢. Niekt re badania, uwzglfdniajjc wiele czynnik w zmienno-ci,
koncentrujj sif na stworzeniu matematycznych modeli opisujjcych 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 zwijzane z lepszj wodoch“onno-cij mifsa przy jednoczesnym
uzyskaniu wysokiej jako-ci surowca mifsnego (Janiszewski i in., 2018; Miszczuk,
2009; van der Wal i in., 1995).

Konwersja mif-ni w mifso jest procesem z“o»onym, obejmujjcym wiele zmian
biochemicznych i zycznych, w tym jako najwa»niejsze wymienia sif zmiany war-
to-ci pH, skurcz poubojowy mif-ni i proteolizf bia“ek. W mifsie po wykrwawieniu
w wyniku beztlenowej glikolizy jako produkt ko«cowy tej reakcji gromadzi sif
kwas mlekowy, dlatego obserwowane jest zmniejszenie warto-ci pH. Podczas pra-
wid“owego przebiegu glikolizy proces skurczu poubojowego mif-ni (rigor mortis),
dominujjcy pod wzglfdem wizualnym, rozpoczyna sif, gdy pomifdzy lamentami
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miozyny i aktyny powstajj sta“e wijzania poprzeczne i formowana jest aktomio-
zyna. Stf»enie poubojowe rozpoczyna sif w mifsie normalnej jako-ci (RFN, ang.
red, rm, normal) przy warto-ci pH 5,7{5,8 (Hannula i Puolanne, 2004). Pod-
czas pierwszej fazy stf»enia poubojowego, nazywanej prerigor, mif-nie mogj sif
kurczy¢ i rozkurcza¢ ze wzglfdu na obecno-¢ glikogenu, tlenu zwijzanego z mioglo-
binj, a tak»e adenozynotrifosforanu (ATP). Dostfpny ATP, wij»jc sif w skompli-
kowanych reakcjach, w kt rych uczestniczj jony Ca*? i Mg?*, pomaga od“jczy¢
aktynf od miozyny, umo»liwiajjc rozlu,nienie mif-ni. Po pewnym czasie nastf-
puje jednak ograniczenie powstawania ATP, co jest sygna“em rozpoczynajjcej sif
fazy stf»enia poubojowego rigor mortis (Aberle i in., 2001). Zwykle przy»yciowe
pH w mif-niach z warto-ci ok. 7,0{7,2 spada po uboju do oko“o 5,3{5,8 (Smulders
iin., 1992). W skrajnych przypadkach takie obni»enie pH mo»e zajj¢ zaledwie 1 h.
Typowe zmniejszenie warto-ci pH do wskazanego poziomu dla wieprzowiny wystf-
puje w przedziale 6{12 godzin, natomiast w wo"owinie ustala sif zwykle po 18{40
godzinach (Smulders i in., 1992). W wielu badaniach ko«cowe pH czfsto stwier-
dzano w przypadku wieprzowiny po 24 h od uboju (Di Luca i in., 2011; Sche er
iin., 2013; Grze- i in., 2017), a nawet nieco p ,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 mifsa bia“ka mif-niowe podlegajj dzia“a-
niu proteaz tworzjcych r »ne systemy proteolityczne, do kt rych zgodnie z po-
dzia“em ze wzglfdu na lokalizacjf nale»j kalpainy (endopeptydazy cysteinowe),
katepsyny (enzymy lizosomalne), kaspazy, proteasom i inne proteazy, np. metalo-
proteinazy. Kalpainy to du»a rodzina wewnjtrzkom rkowych, obojftnych proteaz
cysteinowych. Do tej pory zidenty kowano 14 kalpain, z kt rych trzy { p-kalpaina,
m-kalpaina i p94 (nCL-1 lub kalpaina 3) { tworzj uk“ad kalpain mif-ni szkiele-
towych (Goll i in., 2003). Enzymy p-kalpaina i m-kalpaina sj proteazami akty-
wowanymi jonami wapnia, wymagajjcymi odpowiednio mikro- i milimolarnego
(odpowiednio 3{50 pM i 400{800 puM) stf»enia jon w wapnia Ca*? (Goll i in.,
2003). Sk“*adajj sif z dw ch podjednostek, tj. katalitycznej o masie czjsteczkowej
80 kDa i regulacyjnej o masie 30 kDa. Podjednostki regulacyjne sj takie same
w J-kalpainie i m-kalpainie, natomiast podjednostki regulacyjne sij specy czne dla
tych enzym w. Kalpainy zlokalizowane sj w sarkoplazmie kom rek mif-niowych,
g“ wnie na linii Z oraz w strefach A i | sarkomeru. Z rodzinj enzym w proteoli-
tycznych kalpain zwijzany jest endogenny inhibitor kalpainy, kalpastatyna (Wendt
i in., 2004). Kalpastatyna ma masf 76 kDa i zbudowana jest z pifciu domen. Jest
bia“kiem termostabilnym i wij»e sif odwracalnie z p- i m-kalpainj w obecno-ci
jon w Ca?*. Mechanizm dzia“ania kalpastatyny polega na hamowaniu proteoli-
tycznej aktywno-ci kalpain, ale r wnie» odbywa sif przez zablokowanie miegjsca
regulatorowego, uniemonliwiajjc ich wijzanie do b“ony kom rkowej.

Kalpainy uzyskujj optimum aktywno-ci w -rodowisku o pH ok. 7,2{8,2
i wtemp. 25 C. Stopie« inaktywacji proteolitycznej p-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 sif, »e proteolityczna aktywno-¢ kalpain przyczynia sif do kruszenia mifsa
(Koohmaraie i Geesink, 2006; Sentandreu i in., 2002). Uwa»a sif, »e p-kalpaina
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odpowiada za proces kruszenia mifsa w poczijtkowej fazie, a m-kalpaina i inne
proteazy, w tym szczeg Inie katepsyny, warunkujj proteolizf w p ,,niejszym okre-
sie dojrzewania (Geesink i in., 2006; Pomponio i Ertbjerg, 2012; Mohrhauser i in.,
2014). Na aktywno-¢ kalpain wp“ywajj procesy utleniania, kt re hamujj tempo
poubojowej proteolizy bia“ek i ograniczajj poprawf krucho-ci mifsa. Zar wno p-,
jak i m-kalpaina sj szczeg Inie podatne na inaktywacjf ze wzglfdu na obecno-¢
w centrum aktywnym grupy tiolowej ({SH ) pochodzjcej od reszt cysteiny (La-
metsch i in., 2008; Lund i in., 2011). Ponadto tworzenie wijza« sieciujjcych po-
mifdzy bia“‘kami mio brylarnymi, tj. “accuchem cif»kim miozyny a titinj, jak
r wnie» oksydacja enzym w proteolitycznych mogj przyczynia¢ sif 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 mifsa (Hu -Lonergan
iin., 2010; Lund i in., 2011). Katepsyny wykazujj aktywno-¢ enzymatyczni wzglf-
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, kt re ulegajj degradacji w czasie poubojowego dojrzewania
(Mikami i in., 1987).

Proteasom, dawniej zwany kompleksem multikatalitycznej proteazy, nale»y do
enzym w nielizosomalnych wystfpujjcych w mif-niach, kt rych aktywno-¢ zale»y
od ATP. Mo»e jednak uczestniczy¢ w procesie poubojowej degradacji bia“ek bez
udzia“u ATP. Zaanga»owany jest w wewnjtrzkom rkowj przemianf bia“ek, po-
przez ich degradacjf oraz rozk“ad w cytozolu i jjdrze (Coux i in., 1996). Proteasom
jest bia“kiem globularnym o sta“ej sedymentacji 26S (ang. poteasome 26S). Sk“a-
dajj sif na nie dwie podjednostki, mianowicie struktura wielokatalityczna, rdzenna
20S o masie 700 kDa i aktywno-ci enzymu proteolitycznego oraz dwa regulujjce
tf aktywno-¢ kompleksy 19S (Dahlmann i in., 2001, Zeng i in., 2017). Proteoliza
prowadzona przez proteasom polega na degradacji bia“ek sprzf»onych z ubikwi-
tyni, przy czym reakcjf degradacji inicjuje przy“jczenie co najmniej czterech reszt
ubikwityny do reszt lizyny docelowego substratu. Poliubikwitynowe bia“ka sj na-
stfpnie rozpoznawane przez multikatalitycznj proteazf, kt ra usuwa “a«cuch ubi-
kwityny i degraduje substrat (Taillandier i in., 2004).

Wiele bada« dostarczy“o dowod w potwierdzajjcych, »e proteasom mo»e przy-
czynia¢ sif do kruszenia mifsa. Taylor i in. (1995b) oraz Robert i in. (1999) odkryli,
»e proteasom w mif-niach byd“a by* zdolny do powodowania proteolizy bia“ek mio-

bryli, w tym nebuliny, miozyny, aktyny i tropomiozyny. Jego aktywno-¢ utrzy-
mywa“a sif 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 zwifkszenie szeroko-ci
dysk w Z, rozcijgajjcych sif na pasmo I, we w* knach mif-niowych inkubowa-
nych z podjednostkj 20S, czego nie mo»na zaocbserwowa¢ we w* knach poddanych
dzia“aniu kalpainy lub katepsyny. Podobnie, stosujjc 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 mif-ni. Jednak, jak podkre-lili Koohmaraie i Geesink (2006), proces de-
gradacji bia“ek mio brylarnych inkubowanych z podjednostkj 20S nie jest taki



22

sam jak w mif-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 majj wp“yw na powstawanie wad jako-ciowych mifsa wieprzowego i wo-
“owego, powodujjc obnix»enie jego przydatno-ci kulinarnej i przetw rczej, a tak»e
akceptowalno-ci konsumenckiej (Sche er i Gerrard, 2007; Shen i Du, 2015; Przy-
bylski i in., 2016). Ogromne znaczenie dla przebiegu proces w po-miertnych majj
sytuacje stresowe zachodzjce przy»yciowo, kt re negatywnie oddzia“ujj na jako-¢
mifsa. Obserwowane z wifkszj czfsto-cij w przypadku byd“a niskie stf»enie gliko-
genu, spowodowane stresem przed ubojem, skutkuje bardzo ograniczonj glikolizj
i wysokim pH ko«cowym (> 6,0). Powy»sze mo»e doprowadzi¢ do powstania od-
chylenia jako-ciowego pozyskanego surowca mifsnego okre-lanego jako DFD (ang.
dark, rm, dry { ciemne, twarde, suche). Mif-nie takie cechuje niski poziom ATP,
glikogenu i kwasu mlekowego. Brak poubojowego zakwaszenia powoduje, »e kr tko
po uboju mifso ma ciemnj barwf, jfdrnj i twardj konsystencjf oraz bardzo du»j
wodoch“onno-¢. Jest niezmiernie podatne na procesy rozk“adu i intensywny rozw j
mikro ory gnilnej. Natomiast po obr bce termicznej charakteryzuje sif doskona“j
krucho-cij.

Jak dotjd nie uda“o sif skutecznie wyeliminowa¢ obecno-ci mifsa DFD ani
w Polsce, ani z du»ym prawdopodobie«stwem na -wiecie. Jakkolwiek znane sj spo-
soby zapobiegania jego wystfpowaniu, szacuje sif, »e ponad 10% byd“a rze,,nego
ubijanego w Polsce dostarcza po uboju mifso z odchyleniem jako-ciowym DFD.
Obecno-¢ mifsa DFD powoduje du»e straty dla przemys“u. W zwijzku z tym za-
k“ady zainteresowane sj korzystaniem z przy»yciowego testu, kt ry pozwoli“by na
wyeliminowanie sztuk, z kt rych mifso po uboju mo»e by¢ obarczone wadj DFD.
W przypadku odchylenia jako-ciowego DFD zasadne jest poszukiwanie bia“ka lub
grupy bia“ek, kt rych ekspresja w czasie przechowywania odzwierciedla“aby ich
poziom oznaczony przed ubojem i pozwoli“aby na prognozowanie jako-ci mifsa
pm. Powy»sze mog“oby stanowi¢ podstawf przy»yciowego testu wskazujjcego na
stan mif-ni, a w konsekwencji na jako-¢ pozyskanego surowca mifsnego. Na jego
podstawie mo»liwe by“oby podjfcie dzia“a« zmierzajjcych do ograniczenia czfsto-
-ci wystfpowania wady DFD. W tym zakresie badania wymagajj uzupe“nienia,
dlatego uzasadnione jest podjfcie tego tematu w niniejszej pracy.

Zmiany obserwowane w bia“kach mifsa z wadj DFD sj odpowiedzij kom -
rek na stresory, czyli czynniki wywo“ujjce stres kom rkowy, do kt rych zalicza
sif mifdzy innymi temperaturf, niedob r glukozy czy rodniki. Szczeg Inj uwagf
zwracajj bia“ka szoku cieplnego (HSP) powszechnie nazywane chaperonami { bia“-
kami opieku«czymi. Jest to du»a grupa bia“ek o zr »nicowanej masie czjsteczko-
wej (12{100 kDa), kt ra stanowi jedno z kryteri w ich klasy kacji (Fink, 1999;
Haslbeck i in., 2005). Bia"ka szoku cieplnego pe“nij wiele funkcji. Biorj udzia“
w fa“dowaniu nowo syntetyzowanych bia“ek, naprawie lub usuwaniu zdenaturowa-
nych polipeptyd w i bia“ek, hamowaniu powstawania agregat w denaturowanych
bia“ek, regulujj aktywno-¢ enzym w, uczestniczj w transporcie bia“ek, sj akty-
watorem ATP (HSP40). Ma“oczjsteczkowe bia“ka szoku cieplnego (sHSP), takie
jak HSP20, HSP27 i  -krystalina, odgrywajj szczeg Inj rolf w funkcjonowaniu
mif-ni, ich skurczu, polimeryzacji aktyny, stabilizacji mikro lament w oraz cy-
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toszkieletu. Rola sHSP w utrzymaniu integralno-ci strukturalnej mif-ni w wyniku
dzia“ania wewnjtrzkom rkowego stresu zwijzana jest r wnie» ze zmianj warto-ci
pH i znaczjco oddzia“uje na jako-¢ mifsa. Badania wykaza"y, »e ko«cowe pH mifsa
wp“ywa na charakter wewnjtrzkom rkowej redystrybucji SHSP w mif-niu i wraz
z pH jest skorelowane z krucho-cij mifsa (Pulford i in., 2008).

Kompleksowa charakterystyka pro lu bia“ek oraz ich szczeg “owa identy kacja
stanowij element proteomiki, kt rej metody badawcze sj u»yteczne w poszukiwa-
niu marker w jako-ci mifsa. Badania wskazujj na ogromny potencja“ proteomiki
w okre-laniu kluczowych bia“ek odpowiedzialnych za jako-¢, wodoch“onno-¢ i kru-
cho-¢ mifsa (Marino i in., 2015) oraz jako narzfdzia analitycznego wspierajjcego
wysi“ki na rzecz odkrycia sekwencji peptyd w bioaktywnych czy funkcjonalnych,
kt re mogi stanowi¢ warto-¢ dodanj bia“ek jako sk“adnik w mifsa (Yu i in., 2015).
Oczekuje sif, »e za pomocj elektroforezy w »elu poliakrylamidowym SDS-PAGE,
metodj Western blot, a tak»e wykorzystujjc technikf spektrometrii mas sprzf-
»onj z wysokosprawnj chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS pozyska
sif nowe informacje, kt re pozwolj na g“fbszj analizf bia“ek i dalsze wyja-nie-
nie zale»no-ci mifdzy ich wystfpowaniem oraz zmianami udzia“u a wodoch“on-
no-cij i krucho-cij jako podstawowymi w*“a-ciwo-ciami mifsa, istotnymi zar wno
z punktu widzenia konsument w, jak i producent w.

Jak wskazujj dane literaturowe, bia“ka sarkoplazmatyczne soku mif-niowego
dotychczas najczf-ciej pozyskiwano w spos b naturalny, podczas przechowywa-
nia mifsa, i rozpatrywano w stosunkowo wijskim zakresie masy czjsteczkowej {
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 wir wkowego, w kt rego sk*ad wchodzi"y bia“ka sarkopla-
zmatyczne, jak r wnie» mio brylarne { w tym cytoszkieletowe { w wifkszym zakre-
sie masy czjsteczkowej 10{2400 kDa. Ponadto przyjfto za“o»enie, »e r wnoczesna
analiza bia“ek mifsa i frakcji wycieku wir wkowego umoxliwi pe“niejsze zrozumie-
nie wp“ywu poubojowego wych“adzania wieprzowiny na zmiany ich procentowego
udzia“u oraz pozwoli na wskazanie zwijzku mifdzy ich wystfpowaniem a jako-cij
mifsa, ze szczeg Inym uwzglfdnieniem jego wodoch“onno-ci i krucho-ci. Obserwa-
cje bia“ek mia“y r wnie» pozwoli¢ na pe“niejsze wyja-nienie procesu wych“adzania
prowadzjcego do wywo“ania skurczu ch“odniczego i w konsekwencji do pogorszenia
w“a-ciow-ci mifsa.

Fakt, »e nie w pe“ni wyja-nione sj zmiany bia“ek mif-niowych zwijzane z wy-
stfpowaniem wady DFD, sta“ sif podstawj Il etapu zada« realizowanych w niniej-
szej pracy. Badania proteomiczne ekstrakt w pozyskanych z mifsa byd“a o zr »ni-
cowanej jako-ci ukierunkowano na analizf elektroforetycznj SDS-PAGE oraz iden-
ty kacjf bia“ek i peptyd w, wykorzystujijc technikf spektrometrii mas sprzf»onj
z wysokosprawnj chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS.

W zwijzku z tym przedmiotem analizy w prezentowanej pracy by"y bia“ka
mif-niowe, kt re w przysz‘o-ci mog“yby stanowi¢ potencjalne markery jako-ci,
w tym szczeg Inie wodoch“onno-ci i krucho-ci mifsa wieprzowego wych“adzanego
z r »nj szybko-cij oraz mifsa byd“a z wadj DFD.



3. CEL I ZAKRES PRACY

Cel pracy
Celem pracy by“a analiza bia“ek mif-niowych jako potencjalnych wska,,nik w ja-
ko-ci mifsa wieprzowego wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij oraz mifsa
byd“a z wadj DFD, ze szczeg Inym uwzglfdnieniem oddzia“ywania na wodoch“on-
no-¢ i krucho-¢ pozyskanego surowca.

W zwijzku z powy»szym sformu“owano nastfpujjce hipotezy badawcze, kt re
poddano wery kacji statystycznej.

1. Szybko-¢ procesu wych“adzania wp“ywa na tempo przemian glikolitycznych
i mo»e wywo“ywa¢ zjawisko skurczu ch“odniczego, bfdijce przyczynij du»ych
ubytk w masy i gorszej krucho-ci mifsa wieprzowego w czasie przechowywa-
nia ch“odniczego.

2. Zmiany udzia“u bia“ek mif-niowych i bia“ek frakcji wycieku wir wkowego sj
determinowane procesem poubojowego wych“adzania mifsa wieprzowego. Ich
analiza umo»liwi wyznaczenie bia“ek jako potencjalnych wska,,nik w jako-ci
mifsa, w tym jego wodoch“onno-ci i krucho-ci.

3. Bia“ka ekstrakt w z mifsa byd“a normalnej jako-ci (RFN) i z wadj DFD
odzwierciedlajj jego cechy jako-ciowe, w tym wodoch“onno-¢ i krucho-¢.

4. ldenty kacja bia“ek i peptyd w mifsa byd“a normalnej jako-ci (RFN)
i z wadj DFD technikj wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas
sprzf»onej z wysokosprawnj chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/
MS pozwoli na wskazanie potencjalnych bia“kowych wska,,nik w jego jako-ci,
wodoch“onno-ci i krucho-ci.

Zakres pracy

W niniejszej pracy wery kacjf powy»szych hipotez zaplanowano na podstawie re-

alizacji nastfpujjcych bada«:
oceny wska,,nik w tempa przemian poubojowych okre-lajjcych jako-¢ su-
rowca: warto-ci pH, przewodno-ci elektrycznej, zawarto-ci glikogenu i kwasu
mlekowego oraz wodoch“onno-ci i krucho-ci mifsa wieprzowego wych“adza-
nego z r »nj szybko-cij, w warunkach modelowych;
okre-lenia zmian udzia“u bia“ek mif-niowych i bia“ek frakcji wycieku wir w-
kowego na podstawie elektroforezy jednokierunkowej w »elach poliakrylami-
dowych z SDS (SDS-PAGE) i metodj Western blot oraz wskazanie zale»no-ci
mifdzy zmianami udzia“u bia“ek a kszta“towaniem cech jako-ciowych mifsa,
jego wodoch“onno-ci i krucho-ci;
oceny warto-ci pH, barwy, wodoch“onno-ci i krucho-ci mifsa byd“a normalnej
jako-ci (RFN) i z wadj DFD;
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analizy udzia“u bia“ek ekstrakt w pozyskanych z mifsa byd“a normalnej ja-
ko-ci (RFN) i z wadj DFD przy wykorzystaniu elektroforezy SDS-PAGE
oraz wyznaczenia potencjalnych bia“ek jako wska,,nik w jako-ci mifsa;
analizy technikj wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzf-
»onej z wysokosprawnj chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS
i identy kacji bia“ek ekstrakt w pochodzjcych z mifsa byd“a normalnej ja-
ko-ci (RFN) i zwadj DFD celem wskazania potencjalnych bia“kowych i pep-
tydowych wska,,nik w jako-ci mifsa.

Badania realizowano w dw ch etapach:

etap | { bia“ka mif-niowe jako potencjalne wska,,niki jako-ci oraz wodo-
ch“onno-ci i krucho-ci mifsa wieprzowego wych“adzanego ze zr »nicowanj
szybko-cij;

etap Il { bia"ka mif-niowe jako potencjalne wska,niki jako-ci oraz wodo-
ch*onno-ci i krucho-ci mifsa byd“a RFN i z wadj 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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( Mifso wieprzowe wych“adzane ze zro»nicowanj szybkoscij R
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
& J
( Charakterystyka surowca Analiza bia“ek tkanki mifsniowej
L Characteristics of raw material Muscle tissue protein analysis )

@y jakosciowe \ @ka mifsa (45 min, 24 h, 6 dni) \

wartosc pH (45 min, 24 h, 2 dni, 6 dni) elektroforeza SDS-PAGE
przewodnosc elektryczna (2 h) Western blot
zawartosc glikogenu (45 min, 2 h, 24 h) - L :
zawartosc kwasu mlekowego (45 min, Bia' I_<a frakcji wycieku wirowkowego (24 h,
6 dni)
2 h, 24 h)
elektroforeza SDS-PAGE
W-*asciwosci mifsa: Western blot
wielkosc wycieku wirowkowego (24 h, . )
6 dni) Meat proteins (45 min, 24 h, 6 days)
ubytek masy w czasie przechowywania electrophoresis SDS-PAGE
(2 dni, 6 dni) Western blot
lébz:ﬁ;( TR [FOEIEZE SRR (2 iy Proteins of centrifugal drip (24 h, 6 days)
. - L . . | horesis SDS-PAGE
wielkosc si“y i pracy cifcia (2 dni, 6 dni) electrophoresis SDS-PAG

\Western blot /
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)

Rys. 1. Schemat pierwszego etapu badan
Fig. 1. Schematic plan of rst stage of experiments




27

( N\
Mifso byd“a o zro»nicowanej jakosci RFN i DFD
Beef of varied quality RFN and DFD
(& l l J
[ Charakterystyka jakosci i w“asciwosci Analiza bia“ek ekstraktow z tkanki\
surowca mifsniowej o zro»nicowanej jakosci
Quiality characteristics and properties Protein analysis of muscle tissue
K of raw material extracts of varied quality j

| |

@hy jakosciowe \ Bia“ka ekstraktow z mifsa (10 dni)
wartosc pH (45 min, 2dni, 4 dni, 10dni) elektroforeza SDS-PAGE
barwa L*a*b* (10 dni) spektrometria mas
- _ UHPLC-Q-TOF-MS/MS
Wrasciwosci mifsa (10 dni) Proteins of meat extracts (10 days)
wielkosc wycieku wirowkowego electrophoresis SDS-PAGE
wielkosc si'y cifcia WBSF mass spectrometry

Quality features kUHPLC-Q-TOF-MS/ MS

~

)

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

Q\Iue of sheare force WBSF j

Rys. 2. Schemat drugiego etapu badan
Fig. 2. Schematic plan of second stage of experiments




4. MATERIA |1 METODY BADA

4.1. Materia“ badany

Etap |. Badania pierwszego etapu do-wiadczenia przeprowadzono na mif-niu naj-
d“u»szym klatki piersiowej i Ifd,wi (LTL) (m. longissimus thoracis et lumborum)
-wi« krzy» wek rasy wbp pbz z knurami rasy pbz, wybranych losowo, pochodzj-
cych od jednego dostawcy, utrzymywanych i karmionych w takich samych warun-
kach. Zwierzfta poddano ubojowi w standardowych warunkach rze,,ni. Wszystkie
tusze by"y klasy kowane w systemie EUROP zgodnie z obowijzujjcymi przepi-
sami. Mifsno-¢ tusz mie-ci“a sif w przedziale 51{56,6%, przy -redniej masie tuszy
88 Kkg.

Badania przedstawione w niniejszej pracy { w zakresie doboru szybko-ci wy-
ch“adzania, jak r wnie» dotyczjce krucho-ci i wodoch“onno-ci mifsa wieprzowego {
poprzedzone by"y badaniami wstfpnymi. Na ich podstawie wykazano istotno-¢ sta-
tystycznj wp“ywu efektu zastosowanej szybko-ci wych“adzania na wodoch“onno-¢
i krucho-¢ mifsa. Mif-nie pochodzjce z pifciu wyselekcjonowanych tusz wieprzo-
wych podzielono na trzy czf-ci, rozpoczynajijc od czf-ci piersiowej. Ka»dj czf-¢
poddano wych“adzaniu: A { w tuszy, B { w woreczku foliowym z zamknifciem
strunowym, C { w woreczku foliowym z zamknifciem strunowym ob“o»onym lo-
dem. Kontrolf zmian temperatury podczas procesu wych“adzania monitorowano
przez 24 godziny po uboju. Pomiar temperatury prowadzono przez umieszczenie
czujnik w w centrum geometrycznym surowca. Wych“adzanie pr b B i C przepro-
wadzono w ch“odni przemys“owej w takich samych warunkach jak w przypadku
p “tusz wieprzowych pr by kontrolnej A. Proces sch“adzania odbywa"“ sif ze zr »-
nicowanj szybko-cij: A { 0,12 C/min, B { 0,15 C/min, C { 0,27 C/min. W zak“a-
dach mifsnych wykonano pomiary warto-ci pH (po 45 min i 24 h) oraz przewodno-
-ci elektrycznej (po 2 h). Ponadto przygotowano i przechowywano na lodzie pr bki
rozdrobnionych mif-ni przeznaczone do oznaczenia zawarto-ci glikogenu i kwasu
mlekowego (po 45 min i 2 h). Natomiast pr by do analizy bia“ek mifsa pobrane
45 min po uboju zabezpieczono przez bezpo-rednie zanurzenie w ciek“ym azocie.

Nastfpnego 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 wir wkowego. Mifso
podzielono na porcje, zapakowano pr »niowo i przechowywano w warunkach ch“od-
niczych zgodnie z przyjftymi terminami bada«. Po 2 i 6 dniach wyznaczono ubytki
masy w czasie przechowywania i po obr bce termicznej oraz wyznaczono wielko-¢
si'y i pracy cifcia (rys. 1).
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W ka»dym z analizowanych termin w bada« mifso do wykonania analizy po-
r wnawczej udzia“u jego bia“ek rozdrabniano, pakowano w folif aluminiowj i za-
mra»ano w temp. 80 C. Bia"ka mifsa rozdzielono za pomocj 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 wir wkowego pozyskanego z surowca wych“adzanego ze zr »nico-
wanj szybko-cij analizowano po 24 h i 6 dniach. Identy kacjf wybranych bia“ek {
titiny, “a«cuch w cif»kich miozyny (MHC), troponiny-T (Tn-T) i dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) { zar wno w mifsie, jak i w wycieku
wir wkowym wykonano metodj immunologicznj z u»yciem techniki Western blot
(rys. 1).

Etap Il. W drugim etapie bada« materia“ badany stanowi“ mifsie« najd“u»-
szy klatki piersiowej i Ifd,wi (LTL) (m. longissimus thoracis et lumborum) po-
zyskany z byczk w rasy holsztyno-fryzyjskiej, odmiany czarno-bia“ej, o -redniej
masie 378 kg (rys. 2). Klasy kacjf jako-ciowj mifsa wykonano na linii produkcyj-
nej zak"ad w mifsnych na podstawie wynik w pomiaru warto-ci pH po 2 dniach
pm. Do bada« pobrano surowiec pochodzjcy w sumie z 10 tusz zwierzjt rze,nych,
w dw ch grupach po pif¢ sztuk, r »nijcych sif jako-cij. Do analizy przeznaczono
mifso normalnej jako-ci (RFN) o warto-ci pH < 5,9 i mifso z odchyleniem jako-
-ciowym DFD o pH > 6,1. Porcje surowca o masie ok. 1,5 kg pakowano pr »niowo
i przechowywano przez 10 dni w warunkach ch“odniczych. W tym terminie wyko-
nano ocenf cech jako-ciowych, takich jak warto-¢ pH i parametry barwy L*a*b*,
wodoch“onno-¢ i krucho-¢ mifsa o zr »nicowanej jako-ci.

Zasifg wystfpowania odchylenia DFD obserwowany na podstawie wielko-ci
wycieku wir wkowego czfsto wykazuje bardzo duxe zr »nicowanie. W przypadku
surowego, wych“odzonego mifsa z wadj DFD nie zawsze mo»liwe jest pozyska-
nie wycieku wir wkowego, stjd postanowiono zastosowat proces ekstrakcji bia“ek.
Ekstrakcja pozwoli“a na otrzymanie frakcji bia“ek, kt ra by“a przedmiotem bada«
w niniejszej pracy. W celu pozyskania frakcji bia“ek sarkoplazmatycznych po 10
dniach przechowywania rozdrobniony surowiec poddano ekstrakcji buforem rigor
0 ma“ej sile jonowej (Joo i in., 1999). Bia“ka ekstrakt w analizowano z zastoso-
waniem elektroforezy w »elach poliakrylamidowych z SDS (SDS-PAGE) oraz przy
wykorzystaniu wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzf»onej z wy-
sokosprawnj chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS (rys. 2).

4.2. Metody analityczne

4.2.1. Wprowadzenie

Po up“ywie za“o»onych okres w przechowywania w warunkach ch“odniczych pr bki
poddano badaniom laboratoryjnym. Przedmiotem bada« mifsa wieprzowego wy-
ch“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij by"y: pomiary warto-ci pH, przewodno-
-ci elektrycznej, wyznaczenie ilo-ci glikogenu i kwasu mlekowego, ubytk w masy
w czasie przechowywania i ogrzewania, wielko-ci wycieku wir wkowego oraz si‘y
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cifcia. Ponadto wykonano analizf elektroforetycznj (SDS-PAGE) bia“ek mif-nio-
wych i bia“ek frakcji wycieku wir wkowego. Wybrane bia“ka zidenty kowano me-
todj Western blot.

Natomiast w przypadku mifsa byd“a o normalnej jako-ci RFN i z wadj DFD
wykonano pomiary warto-ci pH, barwy, wielko-ci wycieku wir wkowego oraz si“y
cifcia. Bia“ka ekstrakt w pozyskane z mifsa byd“a o zr »nicowanej jako-ci roz-
dzielono elektroforetycznie jak r wnie» przeprowadzono analizf i ich identy kacjf
wykorzystujjc wysokorozdzielczj tandemowj spektrometrif mas sprzf»onj z wy-
sokosprawnj chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS.

4.2.2. Charakterystyka jako-ci surowca

Pomiar warto-ci pH przeprowadzono za pomocj pH-metru przeno-nego typu
Handylab 2 wyposa»onego w elektrodf zespolonj typu Schott L68880 (PN-ISO
2917, 2001), po 45 min, 24 h, 2 i 6 dniach w mif-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 krfgu piersiowego lewej p “tuszy. W kolejnych terminach
bada« pomiar warto-ci pH odbywa“ sif w porcjach mif-ni przeznaczonych do ana-
liz.

Pomiar przewodno-ci elektrycznej (PE) przeprowadzono przy u»yciu kon-
duktometru LF-Star (Ingenieurburo Matthaus, Noblitz, Germany) w mif-niu naj-
d“u»szym grzbietu na wysoko-ci ostatniego krfgu piersiowego, w tym samym miej-
scu, w kt rym przeprowadzono pomiar warto-ci pH. Oznaczenie wykonano po
up“ywie 2 h od uboju (Blicharski i in., 1995).

Stf»enie glikogenu i kwasu mlekowego oznaczono metodj enzymatycznij
opisanj przez Dalrymple i Hamma (1973) oraz Bergmeyer (1974). Pr bki mif-ni
(45 min, 2 h, 24 h po uboju) po rozdrobnieniu umieszczono w prob wkach z 10 ml
0,6 M HCIO,4 i natychmiast homogenizowano (Ultra-Turrax, IKA). Do enzyma-
tycznego oznaczenia ilo-ci glikogenu pobrano 0,5 ml homogenatu i poddano go
hydrolizie z amyloglukozydazj. R wnolegle z wyznaczeniem obecno-ci glikogenu
w mifsie oznaczono stf»enie kwasu mlekowego. Pozyskany z homogenatu super-
natant odwirowywano przez 15 min przy 4000 g w temp. 4 C (Sigma 3K30).
Nastfpnie dodano dinukleotydu nikotynoamidadeninowego (NAD) i buforu z dehy-
drogenazj mleczanowj (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 parametr w barwy mifsa metodj odbiciowj polega“a na wykorzysta-
niu stosowanego obecnie uk“adu CIE LAB, kt ry umo»liwia oznaczenie: jasno-ci
barwy (L*), udzia“u barwy czerwonej (dla warto-ci dodatnich) lub zielonej (a*),
» “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, uwzglfdniajjc tzw. wzorzec bieli. Z ka»dej
pr bki wykonano bezpo-redni pomiar na powierzchni przekroju poprzecznego mif-
-nia plastr w o grubo-ci 1 cm, w pifciu r »nych miejscach (K“ossowska i Olkiewicz,
2000).
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Wyznaczanie ubytk w masy tkanki mif-niowej w czasie przechowywa-
nia. Wycifte przeznaczone do bada« mif-nie dzielono na porcje i wa»ono zar wno
przed zabiegiem pakowania, jak i po up“ywie czasu sk“adowania ch“odniczego
w wyznaczonych terminach analiz. Po okresie przechowywania i wycijgnifciu mifsa
z opakowania oraz osuszeniu rfcznikiem papierowym z r »nicy masy pr bek przed
sk“adowaniem i po rozpakowaniu obliczono ubytki masy.

Wyznaczanie ubytk w masy podczas obr bki termicznej mifsa. Pla-
stry mifsa o grubo-ci ok. 25 mm pozbawione otaczajjcego t“uszczu i tkanki
“jcznej warono i pakowano w folif aluminiowj. Ca“o-¢ ogrzewano w piecu
konwekcyjno-parowym SCC 61E rmy Rational (w powietrzu o temperaturze
160 C, przy 75% udziale pary wodnej) do osijgnifcia w centrum geometrycznym
pr bki temperatury 72 C. Pomiaru temperatury w plastrze dokonano za pomoci
czujnika stanowijcego wyposa»enie pieca. Po ogrzaniu plastry natychmiast wycij-
gano z pieca, a po up“ywie 30 min ponownie wa»ono. Ubytki w czasie obr bki
termicznej obliczono z r »nicy masy pr b przed zabiegiem ogrzewania i po nim
(Miko"ajczak i in., 2019).

Oznaczenie wielko-ci wycieku wir wkowego  wodoch“onno-ci mifsa
metod;j wir wkowj polega“o na umieszczeniu nawa»ki 6 g rozdrobnionego mifsa
w prob wkach wir wkowych. Nastfpnie pr bki wirowano na wir wce typu Sigma
3K30, w temperaturze 2 C, przez 20 min przy obrotach 11 000 g (Honikel,
1987). Po odwirowaniu supernatant zlewano, prob wkf odwracano do g ry dnem
i po up“ywie 30 min ponownie wa»ono. Wielko-¢ wycieku wyznaczono z r »nicy
mas mifsa przed wirowaniem i po jego zako«czeniu, a ilo-¢ wyra»ono w procentach.
Uzyskany wyciek wir wkowy zabezpieczano w prob wkach typu Eppendorf i prze-
chowywano w temperaturze 80 C. Otrzymany w powy»szy spos b supernatant
stanowi“ frakcjf bia“ek wycieku wir wkowego, kt rj poddano dalszym badaniom.
Bia“ka wycieku wir wkowego stanowi“y przedmiot analizy proteomicznej, wyko-
rzystujjcej elektroforezf w »elach poliakrylamidowych z SDS i metodf Western
blot.

Wyznaczenie wielko-ci si“y cifcia pomiar krucho-ci mifsa wykonano na
teksturometrze TA.XT Plus (Stable Micro Systems, UK), przy u»yciu przystawki
Warnera-Bratzlera (Miko“ajczak i in., 2019). Pr by do bada« instrumentalnych
poddano obr bce termicznej zgodnie z opisem podanym w punkcie dotyczjcym
wyznaczenia ubytk w masy w czasie ogrzewania. Po sch“odzeniu plastr w do tem-
peratury pokojowej (ok. 30 min) przygotowano z nich 6{8 prostopad“o-cian w
0 przekroju 10 10 mm i d“ugo-ci nie mniejszej ni» 30 mm, zwracajjc uwagf
na r wnoleg“y uk“ad w* kien mif-niowych. Pr by poddano dzia“aniu si“y tnjcej,
tak aby przebieg w* kien by" prostopad“y do p“aszczyzny cifcia. Szczeg “owe pa-
rametry pracy teksturometru w trakcie testu cifcia przedstawia"y sif nastfpujjco:
zakres g“owicy do 500 N, prfdko-¢ przesuwu no»a przed testem cifcia 60 mm/min,
prfdko-¢ przesuwu no»a w czasie testu cifcia 100 mm/min, prfdko-¢ przesuwu
no»a po te-cie cifcia 600 mm/min, odleg“o-¢ no»a od podstawki 30 mm, przy sile
docelowej (trigger force) 0,04903 N. Si“f cifcia wyra»ono w N/cm?, podczas tego
samego pomiaru pr bki wyznaczono r wnie» pracf cifcia (N mm).
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4.2.3. Analiza elektroforetyczna bia“ek mif-niowych

Elektroforeza jednokierunkowa w »elu poliakrylamidowym z SDS
(SDS-PAGE)

Analizf elektroforetycznj bia“ek tkanki mif-niowej przeprowadzono w 15% »elach
poliakrylamidowych z SDS i dodatkiem 8M mocznika (Pospiech i in., 2003c). Ce-
chj szczeg Inj tych »eli by“a mo»liwo-¢ obserwacji bia“ek w bardzo szerokim za-
kresie masy czjsteczkowej { od ok. 10 kDa do ponad 3000 kDa. W przypadku
wieprzowiny wykonano analizf zmian udzia“u bia“ek mifsa i frakcji wycieku wi-
r wkowego. Mia“a ona na celu szczeg “owj charakterystykf ich udzia“u procento-
wego w zale»no-ci od zr »nicowanej szybko-ci procesu wych“adzania i czasu prze-
chowywania. Analiza elektroforetyczna nie zosta“a poprzedzona frakcjonowaniem
bia“ek ze wzglfdu fakt, »e przedmiotem bada« metodj SDS-PAGE, jak i Western
blot by“y r wnie» bia“ka cytoszkieletowe. Wysokocz j steczkowe bia“ka cytoszkiele-
towe, w tym przede wszystkim natywna titina, w wyniku procesu ekstrakcji czf-
sto sj bezpowrotnie tracone. Pominifcie etapu ekstrakcji jest procedurj przyjftj
i znanj. Zastosowanie tego typu rozwijzania pozwala“o przede wszystkim na skr -
cenie czasu trwania przygotowania pr b do bada«. Przemiany degradacyjne bia“ek
mo»na by“o oceni¢, por wnujjc rozdzia“y bia“ek mifsa i wycieku wir wkowego.
Zmiany bia“ek mifsa spowodowane proteolizj i uwalnianiem ze struktur w* kna
mif-niowego znajdowa“y wyra,,ne odbicie we frakcji wycieku. Przy ocenie bia“ek
mifsa byd“a normalnej jako-ci i z wadj DFD, ze wzglfdu na bardzo ograniczonj
ilo-¢ pozyskanego wycieku wir wkowego, zastosowano proces ekstrakcji buforem
o0 niskiej sile jonowej. Rozdzia“ wykonano w uk“adzie pionowym na aparacie SE
250 (Hoefer Scienti ¢ Instruments). r d“em napifcia by" zasilacz prijdu sta“ego
typu PS { 500 XT, umo»liwiajjcy regulacjf napifcia i natf»enia prjdu. Obraz
»elu skanowano, wykorzystujjc program Image Master® VCR rmy Pharmacia.
Pozwoli“ on na analizf komputerowj udzia“u poszczeg Inych pasm bia“ek tkanki
mif-niowej i frakcji wycieku wir wkowego.

Przygotowanie pr b

Do prob wki nawa»ono 0,002 g tkanki mif-niowej lub odmierzono 10 pl wycieku
wir wkowego bjd,, ekstraktu (mifso DFD byd“a) i dodano odpowiednio 98 ul lub
90 ul buforu A (8M mocznik, 2M tiomocznik, 0,05 mM Tris, 75 mM DTT (ditio-
treitol), 3% SDS, 0,05% b“fkit bromofenolowy). Pr by dok“adnie wymieszano za
pomocj Vortexu i ogrzewano przez 3 min w temperaturze 98 C.

Przygotowanie »eli

Analizf elektroforetycznj bia“ek przeprowadzono w systemie niecijg“ym, w kt rym
warstwf g rnj stanowi“ »el zagfszczajjcy (10% akrylamid, 0,125 M Tris, dH,O,
50% roztw r gliceryny, 10% SDS, roztw r b“fkitu bromofenolowego, 10% nadsiar-
czan amonu, TEMED), a dolnj 15% »el rozdzielajjcy (8 M mocznik, 30% akryla-
mid, 75% roztw r gliceryny, 3M Tris (pH 8,8), 10% SDS, 10% nadsiarczan amonu,
TEMED) (Pospiech i in., 2003c). Po umieszczeniu grzebieni, tworzjcych miejsca
nanoszenia pr b, »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 wyjfciu grzebieni z kaset wolne przestrzenie uzupe“niono buforem. W dalszej
kolejno-ci za pomocij mikrostrzykawki nak“adano pr by w ilo-ci 10-12 ul, co odpo-
wiada“o ilo-ci 12 pg bia“ka na -cie»kf. Zawarto-¢ bia“ka wyznaczono przy u»yciu
2-D Quant Kit (GE Healthcare Bio-Sciences, Marlborough, MA, USA).
Nastfpnie aparat pod“jczono do zasilacza i ustawiono natf»enie pridu na
40 mA dla dw ch p“ytek. Warto-¢ napifcia poczjtkowego wynosi‘a 115 V, ko«-
cowego 250 V. Rozdzia" elektroforetyczny prowadzono przez oko“o 1,5 h, do mo-
mentu a» €zo“o rozdzia“u znajdowa“o sif 2{3 mm od ko«ca p“ytki. Po zako«czeniu
rozdzia“u i zlaniu buforu otwierano kasety z »elami, usuwano »ele zagfszczajice,
a »ele rozdzielajjce umieszczono w pojemnikach w celu utrwalenia, barwienia oraz
odbarwienia t“a.

Barwienie i odbarwienie

Barwienie odbywa“o sif w roztworze zawierajjcym 0,5 g b“fkitu Coomassie brillant
blue R-250, 500 ml metanolu, 400 ml dH,O i 100 ml kwasu octowego. Umo»liwi“o
ono ohserwacjf rozdzielonych w »elu pasm bia“ek. el ca“kowicie zanurzony w roz-
tworze barwijcym inkubowano na ko“ysce laboratoryjnej przez 30 min. Po tym
czasie usunifto roztw r barwijcy, »el przep“ukano wod;j destylowanij i zalano roz-
tworem odbarwiajjcym (100 ml metanol, 75 ml lodowaty kwas octowy, 825 ml
dH,0). el inkubowano na ko“ysce laboratoryjnej przez noc. Po odbarwieniu »ele
archiwizowano za pomocj zestawu Image Master® VDS wyposa»onego w kamerf
wideo (Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). Analizf udzia“u procentowego po-
szczeg Inych bia“ek oparto na za“o»eniu, »e powierzchnia wszystkich rozdzielonych
na »elu pasm stanowi 100%. P “ilo-ciowj ocenf wybranych pik w przeprowadzono
w oparciu 0 masf czjsteczkowj standardu PageRuler Plus Protein Ladder w za-
kresie mas czjsteczkowych 10{250 kDa (Thermo Scienti ¢, Waltham, MA, USA).

4.2.4. \Western blot

Identy kacjf wybranych bia“ek mif-niowych i frakcji wycieku wir wkowego wy-
konano przy u»yciu metody Western blot, z zastosowaniem transferu p “suchego
wed“ug procedury opisanej przez Fritza i Greasera (1991) (Greaser i in., 2002).
Do analizy wybrano nastfpujjce bia“ka: titinf, miozynf, troponinf-T (Tn-T) oraz
dehydrogenazf aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). Po przeprowadzonej jed-
nokierunkowej separacji elektroforetycznej w 15% »elu poliakrylamidowym z SDS
i 8 M mocznikiem w warunkach redukujjcych bia“ka przenoszono na membranf
Immobilon { P (I-P) o porowato-ci 0,45 um (Millipore). Membranf przygoto-
wano przez zanurzenie kolejno w metanolu, wodzie destylowanej i w buforze do
transferu (TB) (25 mM Tris { HCI, 192 mM glicyna, 20% metanol, pH 7,5). Elek-
trotransfer prowadzono w aparacie TE 77 PWR (Amersham Bioscences). r d“o
pridu stanowi“ zasilacz EPS 601. Natf»enie prjdu i czas transferu zaleva"y od
masy czjsteczkowej przenoszonego bia“ka. Transfer prowadzony by* w temperatu-
rze 4 C w nastfpujjcych 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 membranf przep“ukano wodj
destylowanj, 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.
Nastfpnie membranf zanurzono w roztworze 0,2% BSA-TBST, w kt rym rozpusz-
czono wybrane przeciwcia“o pierwszorzfdowe.

Do immunoblotingu wykorzystano nastfpujjce monoklonalne przeciwcia“a
pierwszorzfdowe:

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

miozyny MF20 (MF20 monoclonal anti-myosin heavy chain, sarcomere
(MHC), Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB) University of
lowa, 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 pierwszorzfdowym membranf dwukrotnie p“u-
kano w roztworze TBST i na 1,5 h umieszczono w roztworze 0,2% BSA-TBST
z immunoglobulinj 1gG znakowanij fosfatazj alkalicznj (AP) jako przeciwcia“em
drugorzfdowym. Nastfpnie membranf p“ukano kolejno dwa razy (po 5 min) w roz-
tworze TBS i SB.

W celu uwidocznienia szukanego bia“ka przeprowadzono reakcjf barwnj za
pomocj odczynnik w barwijcych 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 { HCI,
pH 9,0; 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,), zgodnie z instrukcjj rmy Promega. Za-
ko«czenie reakcji odbywa“o sif przez p“ukanie membrany wodj destylowanj, a na-
stfpnie jej wysuszenie.

4.2.5. Tandemowa spektrometria mas sprzf»ona z chromatogra i
cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS

Trawienie bia“ek

Przygotowane ekstrakty bia“ek pochodzijce z mifsa o zr »nicowanej jako-ci w ilo-ci
600 pL umieszczono w prob wkach typu Eppendorf i poddano suszeniu w wyparce
pr »niowej miVac Duo Concentrator (Genevac Ltd, Ipswich, UK). Nastfpnie ca-
“o-¢ pr bki uwodniono w 250 puL 0,1 mol/L wodorowfglanu 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 pr bki inkubowano w temp. 21 C przez 30 min. Nastfpnie by"y one tra-
wione w roztworze wodorowfglanu amonu (pH 8,3), zawierajjcym 0,083 pg/pL
trypsyny, w temp. 37 C przez noc (18 h). W kolejnym etapie roztw r po trawieniu
oczyszczano przez ekstrakcjf w uk“adzie odwr conych 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 technikj spektrometrii mas
Analizf UHPLC-Q-TOF-MS/MS prowadzono przy wykorzystaniu ultrasprawnego
chromatografu cieczowego Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) 1290 In-
nity sprzf»onego ze spektrometrem mas wysokich rozdzielczo-ci Agilent Tech-
nologies 6550 iFunnel Q{TOF LC/MS. r d“em jon w by“o elektrorozpylanie
(ESI) Agilent Technologies Jet Stream. Przed analizi UHPLC-Q-TOF-MS/MS
strawiony i wysuszony ekstrakt rozpuszczono w 0,1% roztworze kwasu mr wko-
wego w wodzie (milli-Q), kt ry stanowi“ jednocze-nie fazf ruchomj A. Natomiast
0,1% kwas mr wkowy w 98% acetonitrylu by* fazj ruchomj B. Rozdzia“ chro-
matogra czny prowadzono na kolumnie Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD
(2,1 150 mm, -rednica ziarna 1,8 um, nr kat. 959759-902). Objfto-¢ pr by na-
noszonej na kolumnf wynosi“a 10 uL. Etapy gradientu (3{97%) fazy ruchomej B
zastosowano w nastfpujjcy spos b: 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 nastfpujjce parametry ,r d“a: temperatura gazu (N2) bfdjcego ,,r d‘em
jon w 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. Napifcia 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 skan w MS i 40{1700 m/z dla automatycznych
skan w MS/MS, przy szybko-ci skanowania wynoszjcej odpowiednio 5 skan w/s
dla MS i 3 skany/s dla MS/MS. W*jczono wewnftrznj korektf masy, stosujjc dwie
masy odniesienia przy 121,0509 i 922,0098 m/z. Kontrolf urzjdzenia i zbieranie
danych przeprowadzono za pomocj oprogramowania Agilent MassHunter Work-
station.

Identy kacja bia“ek i peptyd w

W celu identy Kacji bia“ek i peptyd w przeprowadzono wyszukiwanie w bazie da-
nych UniProtKB/Swiss-Prot, stosujjc oprogramowanie Spectrum Mill MS Pro-
teomics Workbench, przy tolerancji masy prekursora 20 ppm i tolerancji masy
produktu 50 ppm. Zastosowano nastfpujjce parametry wyszukiwania: enzym {
trypsyna, taksonomia bovine, Bos taurus, ustawiono karbamidometylacjf jako
sta“j mody kacjf, utlenianie metioniny jako mody kacjf zmiennj przy dozwo-
lonych maksymalnie dw ch pominiftych miejscach rozszczepienia. Dla wyszukiwa-
nia w bazie pr g wyniku fa“szywego (ang. false discovery rate, FDR) wynosi* max
1,2%.

4.3. Analiza statystyczna

Analizf statystycznj uzyskanych wynik w przeprowadzono za pomocj programu
Statistica 13.1 (TIBCO Software Inc., 2017). Zastosowano jednoczynnikowj i dwu-
czynnikowj analizf wariancji ANOVA. Do oceny istotno-ci r »nic wykorzystano
test HSD Tukeya (p < 0,05). Wyniki prezentowane w pracy sj -rednij arytme-
tycznj z co najmniej trzech niezalesnych powt rze« pomiar w wykonanych na pif-
ciu pr bkach biologicznych (np. w przypadku barwy { pif¢ pomiar w, krucho-ci
{ siedem pomiar w). Okre-lenie si“y zwijzku mifdzy badanymi cechami oszaco-
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wano na podstawie korelacji liniowej, testem Pearsona (p < 0,05). Uzyskane wyniki
bada« przedstawione w tabelach uwzglfdniajj warto-ci -rednich arytmetycznych
i odchylenia standardowego (SD) dla poszczeg Inych cech z podaniem liczebno-ci
w grupach. Ponadto zastosowano wielowymiarowe analizy danych (MVA): analizf
sk“adowych g“ wnych PCA i PCA-X (pincipal component analysis-X) oraz wy-
krzystano modele czjstkowych najmniejszych kwadrat w PLS i dyskryminacyjnij
analizf ortogonalnj czjstkowych najmniejszych kwadrat w OPLS-DA (orthogonal
partial least-squares discriminant analysis). W przypadku wynik w dotyczjcych
bia“ek i peptyd w ekstrakt w z mifsa byd“a o zr »nicowanej jako-ci { analizo-
wanych przy u»yciu wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii mas sprzf»onej
z wysokosprawnj chromatogra j cieczowj UHPLC-Q-TOF-MS/MS { ze wzglfdu
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 | DYSKUSJA

5.1. Bia“ka mif-niowe jako potencjalne wska,,niki jako-ci,
wodoch“onno-ci i krucho-ci mifsa wieprzowego wych“adzanego
ze zr »nicowanj szybko-cij

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

Konwersja mif-ni w mifso nastfpuje podczas glikolizy, kt ra jest najwarniejszym
procesem biochemicznym zachodzjcym bezpo-rednio po uboju i jednocze-nie klu-
czowym czynnikiem kszta“tujjcym jako-¢ wieprzowiny. Szybkie obni»anie tempe-
ratury w procesie wych“adzania zmniejsza szybko-¢ reakcji chemicznych i bioche-
micznych, tym samym zmniejszajjc szybko-¢ spadku pH (Lawrie, 1998; Meisin-
ger, 1999). O er (1991) wykaza“, »e wp“yw warunk w ch“odzenia na wystfpowanie
wady PSE jest w du»ym stopniu zale»ny od wska,,nika spadku pH. W celu ograni-
czenia wystfpowania mifsa wodnistego zasugerowano, »e sch“adzanie wieprzowiny
do temperatury mif-ni poni»ej 10 C powinno trwa¢ 12 godzin, a nastfpnie tem-
peraturf 2{4 C nale»y osijgnj¢ w terminie 24 godzin (Meisinger, 1999). Metoda
ta wydaje sif jednak zupe“nie nieskuteczna, gdy pH mifsa spada gwa“townie (tj.
poni»ej 5,8) ju» w 45 min po uboju, co jest typowym zjawiskiem przy wodnistoci.

W czasie poubojowego dojrzewania mifsa beztlenowa glikoliza skutkuje obni-
»eniem warto-ci pH. W niniejszej pracy, w celu wery kacji hipotezy badawczej za-
k“adajjcej, »e na tempo i zakres procesu glikolizy istotnie oddzia“uje zastosowana
szybko-¢ wych“adzania tusz, przeprowadzono ocenf statystycznj otrzymanych wy-
nik w przewodno-ci elektrycznej, warto-ci pH mif-ni oraz ilo-ci glikogenu i kwasu
mlekowego. Obejmowa“a ona jednoczynnikowj i dwuczynnikowj analizf wariancji,
a wyniki zestawiono w tabeli 1 i 2.

Przewodno-¢ elektryczna (PE) jest jednym z wyr »nik w stosowanych przy
ocenie jako-ci mifsa wieprzowego. Wraz z pomiarem pH, oznaczeniem glikogenu
i kwasu mlekowego jako wska,,nikami przemian glikolitycznych uzupe“nia informa-
cje dotyczjce cech surowca. Przewodno-¢ elektryczna po 2 godzinach od uboju
wynosi‘a 2,9 mS/cm (tab. 1). W prezentowanej pracy nie obserwowano warto-ci
wifkszych od 8,3 mS/cm, wskazujjcych na wystfpowanie 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
zachodzijcy w tkance mif-niowej proces glikolizy (Lee i in, 2002). Na jej podsta-
wie okre-lane jest r wnie» tempo przemian poubojowych, a w konsekwencji ja-
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ko-¢ pozyskanego surowca mifsnego. Diagnozowanie odchyle« jako-ciowych mifsa
wieprzowego zwijzane jest z wykonaniem kolejnych pomiar w 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 sif wraz z po-
stfpujjcym procesem glikolizy pm podczas sk“adowania ch“odniczego mifsa (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 (pHy) i 24 h (pH) oraz
przewodno-ci elektrycznej stwierdzono, »e badane mifso charakteryzowa“o sif nor-
malnj jako-cij (RFN). Powy»sze wskazuje na prawid“owy przebieg procesu gliko-
lizy w mif-niach wych“adzanych ze zr »nicowanj szybko-cij pozyskanych w stan-
dardowych warunkach rze,,ni.

Na podstawie przeprowadzonych bada« stwierdzono, »e szybko-¢ procesu wy-
ch“adzania istotnie wp“ynf“a na pH mifsa po 2 dniach przechowywania (tab. 1).
W tym terminie -rednie pH pr b A wych“adzanych najwolniej (5,41) by“o istotnie
ni»sze w por wnaniu z warto-cij pH pr b B (0,15 C/min) wyznaczonj na poziomie
5,54 (tab. 1). Warto-¢ pH mifsa w czasie dalszego przechowywania ch“odniczego
obniva“a sif i po 6 dniach mie-ci“a sif w przedziale 5,46{5,58. Najni»sze zakwa-
szenie w ka»dym terminie analiz obserwowano w mifsie B (0,15 C/min) wych“a-
dzanym z szybko-cij po-rednij. Najintensywniejsze obni»enie pH -rednio o prawie
1 jednostkf odnotowano podczas pierwszych 24 godzin po uboju. Na podstawie
dwuczynnikowej analizy wariancji wskazano istotny wp“yw czasu przechowywania
ch“odniczego na pH badanych mif-ni (tab. 2).

Prezentowane w literaturze dane dotyczjce wp“ywu szybko-ci wych“adzania na
warto-¢ pH mif-ni sj czfsto rozbie»ne. W okresie pierwszych 24 godzin pm oczeki-
wanym rezultatem mog“a by¢ wolniejsza glikoliza, kt rej wska,,nikiem jest wy»sza
warto-¢ pH w mif-niach szybciej wych“adzanych (van der Wal i in., 1995; Savell
iin., 2005; Zybert i in., 2013). Ponadto przez spowolnienie tempa spadku warto-ci
pH obserwowano zmniejszenie stopnia denaturacji mioglobiny i innych bia“ek oraz
poprawf barwy mifsa i jego wodoch“onno-ci (Hu -Lonergan i in., 2005). Wp“yw
szybko-ci procesu wych“adzania na pH mifsa czf-ciej obserwowano do kilku go-
dzin pm. W badaniach przeprowadzonych przez Li i in. (2012b) wykazano, »e
bardzo szybko wych“adzane mif-nie LL (w temp. 21 C) po 5i 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“ wnie
pomifdzy 3i 4 h pm.

Wyniki wielu bada« wskazujj, »e ch“odzenie szokowe tusz wieprzowych spowo-
dowa“o wolniejszy spadek kwasowo-ci tkanek przez zmniejszenie tempa proces w
metabolicznych, ale tylko we wczesnym etapie ch“odzenia, tj. do 2{4 h po uboju
(Juarez 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
istotnj rolf w spowalnianiu spadku pH do 4 h pm i zmniejszeniu o ponad 21% wy-
stfpowania defektu PSE (na podstawie subiektywnej skali wizualnej) w mif-niach:
najd“u»szym grzbietu i szynki -wi« obarczonych genem RYR1. Powy»szego efektu
nie obserwowano w mifsie -wi« wolnych od tego genu. Wed“ug Mohrhauser i in.
(2014) zastosowanie op ,,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 szybkosci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na wartosc pH mifsa oraz stf»enie glikogenu i kwasu mlekowego

Table 2. In uence 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

Szybkosc wych“adzania | Czas przechowywania Interakcja
_I?a(iagaf cetcha Cooling rate Storage time Interaction
ested feature W T W T

pH NS * NS
Stf»enie glikogenu
Glycogen content NS * NS
(umol/g)
Stf»enie kw. mlekowego
Lactic acid content NS * NS
(pmol/g)

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

obniv»anie pH w mifsie pochodzjcym z tusz wych“adzanych szokowo w por wnaniu
z wych“adzanym konwencjonalnie obserwowali tak»e Josell i in. (2003).

Kyla-Puhju i in. (2005) oraz Sionek i Przybylski (2015) zwr cili uwagf na spo-
wolnienie zakwaszenia mifsa i jego wy»szj ko«cowj warto-¢ pH pod wp“ywem
obni»enia zar wno temperatury, jak i aktywno-ci enzym w. Efektywnj redukcjf
tempa spadku warto-ci pH mo»na uzyska¢ przez po“jczenie przedubojowego ch“o-
dzenia zwierzjt przez zraszanie z szybkim wych“adzaniem (Long i Tarrant, 1990).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy si zgodne z danymi literaturowymi, wska-
zujjcymi 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« niekt rych autor w (Me-
ade i Miller, 1990) tempo zmian warto-ci mo»e zale»e¢ r wnie» od rodzaju analizo-
wanego mif-nia. Szybkie wych“adzanie przyczyni“o sif do redukcji spadku warto-ci
pH w mif-niu semimembranosus (SM) w por wnaniu do longissimus lumborum
(LL). Podobne relacje obserwowa“ Hambrecht i in. (2004), kt rzy stwierdzili, »e
szybkie ch“odzenie nie wp“ynf“o (p > 0,05) na tempo obni»enia pH w mif-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
utratf soku mif-niowego, wodoch“onno-¢ oraz barwf mifsa i wed“ug tych autor w
nie jest odpowiednij metodj rozwijzywania problem w z jako-cij wieprzowiny
spowodowanych niew“a-ciwym obchodzeniem sif ze zwierzftami przed ubojem.
Natomiast Tomovi¢ i in. (2013), podobnie jak Janiszewski i in. (2018), nie odno-
towali r »nic w pH mif-nia SM po 30 min, 8 h i 24 h, niezale»nie od zastosowanej
metody wych“adzania.

Tempo procesu glikolizy oceniono r wnie» na podstawie ilo-ci glikogenu i kwasu
mlekowego. Stf»enie glikogenu w mif-niach wych“adzanych ze zr »nicowanj szyb-
ko-cij mie-ci“o sif w zakresie od 33,73 umol/g po 45 min do 12,67 umol/g po
24 h przechowywania (tab. 1). Podczas sk“adowania mifsa, niezalesnie od zasto-
sowanej szybko-ci wych“adzania, odnotowano obni»enie jego ilo-ci. Po 2 h stf-
»enie glikogenu w pr bach A (0,12 C/min) wych“adzanych najwolniej wynosi“o
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28,02 pmol/g i by“a istotnie wy»sza w por wnaniu z pr bami B (17,42 pmol/g).
Pr by C (0,27 C/min) wych“adzane najszybciej charakteryzowa"y warto-ci po-
-rednie na poziomie 22,20 umol/g (tab. 1). Po 24 h odnotowano wolniejszy prze-
bieg rozpadu glikogenu w mif-niach C wych“adzanych najszybciej (16,58 pmol/q).
W terminie tym pr by A i B wyr »nia“o ni»sze stf»enie glikogenu w por wna-
niu do pr b C, odpowiednio o 3,91 umol/g i 3,70 pmol/g. Pomifdzy pr bami A
i B nie stwierdzono r »nic statystycznie istotnych w badanym wyr »niku. Powy»-
sze potwierdza spowolnienie glikolizy wywo“ane szybszym obni»eniem temperatury
wych“adzania, kt re obserwowali tak»e Puolanne i in. (2006).

Obnixenie ilo-ci glikogenu wraz z wyd“u»eniem czasu przechowywania i ozna-
czona warto-¢ pH potwierdzi“y prawid“owy przebieg procesu glikolizy zachodzjcy
podczas dojrzewania mifsa wych"adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij. Podobne
korelacje mifdzy ilo-cij glikogenu lub potencja“u glikolitycznego a warto-cij pH
ko«cowego stwierdzane by“y r wnie» przez innych autor w, np. van Laack (2001),
Henckela i in. (2002) oraz Przybylskiego (2002). Zdolno-¢ do glikolizy pm jest
czfsto wykorzystywana do wyja-niania lub przewidywania pH ko«cowego (pHu).
Zwraca sif jednak uwagf, »e inne czynniki ni» tylko stf»enie glikogenu mogj sta-
nowi¢ przyczynf zmian szybko-ci glikolizy i zakresu spadku pH pm. W populacji
pozbawionej allelu AMPK 3 200Q i posiadajjcej szerokj zmienno-¢ potencja“u
glikolitycznego i glikogenu resztkowego ich wielko-ci by'y s“abo zwijzane z pHu
i jako-cij wieprzowiny. Zatem wysoki potencja“ glikolityczny nie wydawa"“ sif mie¢
bezpo-redniego wp“ywu na stopie« obni»enia pH pm. Prawdopodobnie z“o»one
w*“a-ciwo-ci metaboliczne mif-ni odgrywaji bardziej istotnj rolf w okre-laniu ko«-
cowej warto-ci pH ni» samo stf»enie glikogenu i glikoliza pm (Sche er i in., 2013).

Warto zwr ci¢ uwagf na fakt, »e stf»enie glikogenu w mif-niach przed ubojem
wskazywane jest jako g“ wny czynnik ograniczajjcy zasifg glikogenolizy pm i przy
jego niewielkiej obecno-ci mox»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).
Stf»enie kwasu mlekowego w mifsie wych“adzanym ze zr »nicowanj szybko-cij
mie-ci“o sif w zakresie od 47,70 umol/g po 45 min do 108,65 umol/g po 24 h
przechowywania. Po 2 h -rednie stf»enie kwasu mlekowego wynosi“o 69,16 pmol/g
i wzrasta“o 0 19,46 pmol/g w por wnaniu do ilo-ci oznaczonej po 45 min. Po 24 h
nieco wifkszj zawarto-cij kwasu mlekowego wyr »nia“y sif pr bki C wych“adzane
najszybciej. W »adnym z analizowanych termin w bada« nie obserwowano wp“ywu
zastosowanej szybko-ci wych“adzania na ilo-¢ kwasu mlekowego w mifsie.

Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji stwierdzono wysoko istotny
(p < 0,001) wp“yw czasu przechowywania zar wno na stf»enie glikogenu jak r w-
nie» kwasu mlekowego (tab. 2). Wyznaczono istotnj korelacjf pomifdzy warto-cij
pH a stf»eniem glikogenu oraz kwasu mlekowego analizowanymi “jcznie w terminie
45 min i 24 h (odpowiednior = 0,88 i r = 0,94; p < 0,05) (tab. 3). Dodatkowo
po 24 h obserwowano istotnj ujemnj korelacjf r = 0,56 (p < 0,05) pomifdzy
ilo-cij kwasu mlekowego a warto-cij pH (tab. 3). Niekiedy zale»no-ci te mogj by¢
wy»sze. Sche er i in. (2013), wskazali na liniowj korelacjf mifdzy ilo-cij kwasu
mlekowego i glikogenu po 1 h przechowywania a obni»eniem warto-ci pH mifsa
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Tabela 3. Wspo“czynniki korelacji pomifdzy wartoscij pH a iloscij glikogenu i kwasu mlekowego
Table 3. Correlation coe cients between the pH value and the content of glycogen and lactic
acid

Wartosc pH
Badana cecha pH value
Tested feature 45 mini 24 h 24 h 2 dni 6 dni
45 min and 24 h 2 days 6 days

Stf»enie glikogenu 45 min i 24 h
Glycogen content 45 min and 24 h 0,88* 0,04Ns 0,32Ns 0,32Ns
(umol/g)
Stf»enie glikogenu 24 h
Glycogen content 24 h { 0,58* 0,04Ns 0,49Ns
(umol/g)
Stf»enie kw. mlekowego 45 min i 24 h
Lactic acid 45 min and 24 h 0,94* 0,58* 0,08NS 0,28NS
(umol/g)
Stf»enie kwasu mlekowego 24 h
Lactic acid content 24 h { 0,56* 0,49NS 0,64*
(pmol/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 wynosiy r = 0,24ir = 0,31 (p < 0,05) (Sche eriin.,
2013).

Tempo i zakres poubojowej glikolizy odgrywaji kluczowj rolf w pozyskaniu
surowca o optymalnej jako-ci. Jak wskazujj dane literaturowe, zr »nicowanie po-
ziomu obecnego w mif-niach glikogenu i kwasu mlekowego mo»na wijza¢ z wystf-
powaniem typ w w* kien mif-niowych (Ryu i in., 2005; Choe i in., 2008). Badania
ostatniego z wymienionych zespo* w badaczy wykaza“y, »e mif-nie o mniejszej ilo-
-ci glikogenu i kwasu mlekowego we wczesnym okresie pm charakteryzowa"y sif
znacznie wifkszym udzia“em w* kien typu | i mniejszj ilo-cij w" kien typu 1B
w por wnaniu z mif-niami o wysokiej ilo-ci glikogenu i kwasu mlekowego. Wifksze
stf»enie glikogenu i kwasu mlekowego wijza“o sif z mniejszj rozpuszczalno-cij za-
r wno bia“ek sarkoplazmatycznych jak r wnie» mio brylarnych (Choe i in., 2008).

Na podstawie przeprowadzonych bada« stwierdzono, »e zastosowanie wych*“a-
dzania ze zr »nicowanj szybko-cij wp“ynf“o istotnie na warto-¢ pH po 2 dniach
i stf»enie glikogenu po 2 h. Ponadto wykazano, »e czas przechowywania wysoko
istotnie (p < 0,001) oddzia“ywa" na zmiany warto-ci pH, stf»enie glikogenu i kwasu
mlekowego.

5.1.2. Wp“yw szybko-ci procesu wych“adzania i czasu przechowywania
na ubytki masy i wielko-¢ wycieku wir wkowego z mifsa

Zmiany masy podczas transportu i przechowywania, utrata soku mif-niowego pod-
czas rozmrarania, ubytki masy mifsa i jego kurczenie sif podczas obr bki termicz-
nej oraz soczysto-¢ i delikatno-¢ mifsa zwijzane sj z obecno-cij wody (Lawrie,
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1998). Wodoch“onno-¢ jest determinowana przez mechanizmy strukturalne i bio-
chemiczne, kt re w konsekwencji kszta“tujj jako-¢ i w“a-ciwo-ci mifsa (O er, 1991;
Bertram i in., 2003). Zdolno-¢ wijzania wody przez mifso jest dobrze opisana w li-
teraturze (Lawrie, 1998; Hughes i in., 2014). Zale»y ona od wielu innych czynni-
k w, spo-r d kt rych wa»nj rolf odgrywajj cechy genetyczne, warunki hodowlane,
postfpowanie z »ywcem przed ubojem, obr bka poubojowa tusz, w tym spos b
wych“adzania, masa tusz, rozmiar przechowywanych element w, spos b ich pa-
kowania, czas i temperatura przechowywania oraz ogrzewania, a tak»e procesy
biochemiczne zachodzjce podczas dojrzewania mifsa (Joo i in., 1999; Sche er
i in., 2013, Hughes i in., 2014; Sikes i in., 2017).

Straty soku mif-niowego sj zjawiskiem naturalnym, powstajj podczas wych“a-
dzania tusz, przechowywania i obr bki termicznej mifsa. Natomiast ich ilo-¢ mo»e
by¢ bardzo zr »nicowana. Zmniejszenie masy mifsa w czasie pozyskiwania surowca
mifsnego ma znaczenie nie tylko z punktu ekonomicznego jako wska,,nik procesu
produkcji. Jest r wnie» bardzo waxne przy ocenie dokonywanej przez potencjalnych
nabywc w. Badania dowodzj, »e obecno-¢ widocznego wycieku soku mif-niowego
ogranicza po»jdalno-¢ i akceptacjf wieprzowiny oraz wp“ywa negatywnie na po-
dejmowane przez konsument w decyzje zwijzane z zakupem mifsa (Ngapo i in.,
2004).

Wielko-¢ ubytk w masy mifsa podczas przechowywania przyjmowana jest czf-
sto jako wska,,nik jego wodoch“onno-ci. Cecha ta jest de niowana jako zdolno-¢
mifsa do wijzania 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-¢ mifsa mo»na wyrazi¢ tak»e przez wielko-¢ wy-
cieku wir wkowego. Niekiedy, przy bardziej szczeg “owej analizie zjawisk zwijza-
nych z wodoch“onno-cij, stosuje sif jeszcze pomiar ilo-ci wody zatrzymanej przez
tkankf mif-niowj podczas procesu ogrzewania. Tf cechf okre-la sif 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 r »nica mifdzy
pomiarami zdolno-ci wijzania i zatrzymywania wody przez mifso (poza kwestiami
zZwijzanymi ze sposobem ich przeprowadzania) sprowadza sif do tego, »e pierwszy
z nich wykonuje sif na mifsie surowym lub przetworach niepoddanych ogrzewa-
niu, a drugi po obr ce termicznej. Ocena wodoch“onno-ci mifsa surowego wska-
zuje na si“f oddzia“ywa« wijza« zar wno wodorowych, jak i van der Waalsa, wy-
stfpujijcych przede wszystkim mifdzy czjsteczkami/“a«cuchami bia“ek. Wielko-¢
ta determinowana jest szybko-cij poubojowych przemian glikolitycznych oraz ich
wp“ywem na bia“ka. Wirowanie, na skutek zastosowania zwifkszonej si“y od-rodko-
wej, zmniejsza r »nicf w efekcie oddzia“ywania mifdzy nimi. Ogrzewanie prowadzi
zwykle do powstawania wifkszych strat masy mifsa, kt re odzwierciedla pomiar
ubytk w termicznych. Ich przyczynj jest denaturacja i skurcz termiczny bia“ek,
kt re w konsekwencji ograniczajj wijzanie wody przez bia“kowe grupy funkcyjne
tworzjce okre-lone struktury tkanki mif-niowej.

W badaniach prowadzonych na potrzeby niniejszej pracy podczas 6-dniowego
sk*adowania ubytki masy mifsa wych“adzanego z r »nj szybko-cij mie-ci‘y sif
w przedziale od 1,68% do 6,26% (tab. 4). W obu analizowanych terminach straty
przechowalnicze pr b 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-¢ ubytk w przecho-
walniczych zwifksza“a sif wraz z wyd“u»eniem czasu przechowywania i w terminie
6 dni dla mifsa wych“adzanego z szybko-cij 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-¢ ubytk w przechowalniczych (tab. 5).

Tabela 4. Ubytki przechowalnicze, termiczne oraz wielkosc wycieku wirowkowego z mifsa wy-
ch“adzanego ze zro»nicowanj szybkoscij 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 Ogo“em | Wartosc
Tested feature A B ¢ Total b
(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 25 056 | 257 059| 2,26 0,71| 0,062
przechowalniczy 6 dni 4,06 1,26 6,26 1,82 | 6,15 1,35| 549 1,74| 0,066
Storage loss
(%)
Ubytek 2dni| 33,98 1,33 | 33,61 2,25 | 37,25 1,28 | 34,67 2,12| 0,058
termiczny 6 dni| 34,39 1,49 |34,95° 16736442 1,72|3559 1,97| 0,013
Thermal loss
(%)
Wyciek 24 h 20,4820 210 |19,34P 2,38 | 23,812 1,57 |21,21 2,74| 0,012
wirowkowy 6dni| 16,28 1,55 | 13,95 2,12 | 14,25 1,87 |14,82 2,03| 0,140
Centrifugal drip
(%)

a:b\wartosci srednie oznaczone ro»nymi indeksami ro»nij sif statystycznie istotnie (p < 0,05)
wzglfdem szybkosci 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.

Tabela 5. Wp“yw szybkosci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na ubytki przechowalnicze i termiczne oraz wielkosc wycieku wirowkowego z mifsa

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

Szybkosc wych“adzania | Czas przechowywania Interakcja
E;(:Z‘gafe(ffﬁ; Cooling rate Storage time Interaction
W T W T

Ubytek przechowalniczy
Storage loss i Fokx NS
(%)
Ubytek termiczny
Thermal loss il NS NS
(%)
Wyciek wirowkowy
Centrifugal drip * Fxx *
(%)

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; NS { nieistotne statystycznie; NS { non-signi cant.
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Z bada« przeprowadzonych przez Schafer i in. (2002) wynika, »e wielko-¢ ubyt-
k w masy rejestrowanych w warunkach komercyjnych mo»e by¢ bardzo zr »nicowa-
na. W przypadku krzy» wek -wi« duroc  landrace nieposiadajjcych genu halota-
nowego mie-ci“a sif w szerokim przedziale od 2,2% do 12,6% po 3{24 h przechowy-
wania (Schafer i in., 2002). Zyberti in. (2013) wyznaczyli ponad dwukrotnie wy»sze
(10,44%) ubytki masy mif-ni LD pochodzjcych 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 mifsa, jednak
wyniki prezentowanych bada« bardzo czfsto sj rozbie»ne. Podobnie jak w niniej-
szej pracy, Janiszewski i in. (2018) uzyskali istotnie wy»sze (6,31%) ubytki masy
mif-ni wych“adzanych szokowo w por wnaniu z wych“adzanymi konwencjonalnie
(4,40%) ju» po 48 h pm. Natomiast Rybarczyk i in. (2015) poinformowali 0 wp“y-
wie szybko-ci ch“odzenia na naturalnj utratf soku mif-niowego, kt ra by“a o 20%
ni»sza w grupie mif-ni LL sch“adzanych szokowo w por wnaniu 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* kien mif-niowych lub efektem
strukturalnym { indukowanym temperaturj { na ruchliwo-¢ i dystrybucjf wody
w mif-niach, a tak»e po“jczeniem obu powy»szych zjawisk (Bertram i in., 2001).

W celu wyznaczenia wielko-ci ubytk w masy podczas ogrzewania plastry mifsa
0 grubo-ci 25 mm i -redniej masie 120 21 gram w poddano obr bce termicz-
nej do temperatury 72 C, mierzonej w centrum geometrycznym pr bki. Wielko-ci
ubytk w termicznych z mifsa wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij podczas
6-dniowego sk“adowania ch“odniczego mie-ci“y sif w zakresie od 33,61% do 37,25%
(tab. 4). W przypadku pr b A i B w drugim terminie analiz odnotowano wzrost
ubytk w podczas ogrzewania odpowiednio o 0,41 i 1,34 punktu procentowego. Na-
tomiast dla pr b 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 mifso wych“adzane najszybciej w por wnaniu z pr -
bami A (34,39%) i B (34,95%). Wykazano, »e szybko-¢ procesu wych“adzania
wp“ynf“a wysoko istotnie (p < 0,001) na wielko-¢ ubytk w termicznych (tab. 5).

Wyniki bada« innych autor w (Tomovi¢ i in., 2008) wskazujj na mniejsze
ubytki masy w czasie ogrzewania mifsa wych“adzanego szokowo. Odnotowali oni
istotnie mniejsze (38,1%) ubytki masy podczas ogrzewania mif-nia semimembra-
nosus (pochodzjcego z tusz wych“adzanych szybko w tunelu ch“odniczym przez 3 h
w temp. 32 C) w por wnaniu z mifsem pozyskanym z tusz wych“adzanych kon-
wencjonalnie (42,5%). Opr cz sposobu wych“adzania determinujjcego tempo prze-
mian glikolitycznych w mifsie ogrzewanie wp“ywa na stopie« denaturacji cieplnej
bia“ek (Christensen i in., 2013). Wzrost temperatury obr bki termicznej mif-nia
najd“u»szego grzbietu -wi« rasy landrace i berkshire z 62 C do 79 C przyczyni* sif
do zwifkszenia wielko-ci ubytk w termicznych z 14,84% do 30,18% (Crawford i in.,
2010). Jak wskazali Martens i in. (1982) na wydajno-¢ proces w cieplnych zna-
czjco wp“ywajj temperatura i spos b prowadzenia obr bki termicznej, ale r wnie»
czas utrzymywania w danej temperaturze. Zr »nicowanie poziomu denaturacji bia-
“ek mo»e skutkowa¢ odmiennym zasifgiem zmian strukturalnych w mio brylach,
a tym samym wielko-cij strat masy mifsa.
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Wodoch*onno-¢ mifsa (WHC) okre-lono tak»e na podstawie ilo-ci uzyskanego
wycieku wir wkowego (tab. 4). Analizujjc otrzymane wyniki stwierdzono istotny
wp“yw szybko-ci wych“adzania oraz czasu przechowywania na jego wielko-¢, przy
czym czas odgrywa“ wa»niejszi rolf (p < 0,001) (tab. 5). Po 24 h przechowywania
mifsa w ch“odni wykazano istotne zr »nicowanie wielko-ci wycieku wir wkowego
mifdzy pr bami zale»nie od szybko-ci wych“adzania. Pr by B charakteryzowa"y
sif istotnie lepszj wodoch“onno-cij (19,34%) w por wnaniu do pr b C (23,81%)
sch“adzanych najszybciej, pomimo niewielkich r »nic warto-ci pH w analizowa-
nym terminie (tab. 4). Mif-nie wych“adzane najwolniej cechowa“a warto-¢ po-red-
nia 20,48%. Po 6 dniach przechowywania zaobserwowano zmniejszenie wielko-ci
wycieku wir wkowego. Mifso charakteryzowa“o sif wifc lepszj wodoch“onno-cij
w por wnaniu z rezultatami uzyskanymi po 2 dniach. Mniejsze wielko-ci wycieku
wir wkowego odnotowano w pr bach wych“adzanych szybciej, tzn. B (13,95%)
i C (14,25%) w por wnaniu z pr bami A (16,28%) sch“adzanymi z szybko-cij
0,12 C/min (pr ba kontrolna). R »nice te by"y jednak nieistotne statystycznie.
Najlepszj wodoch“onno-cij charakteryzowa“o sif mifso pr b B { 19,34% po 24 h
i 13,95% po 6 dniach.

Prezentowane dane wskazujj, »e wych“adzanie ze zr »nicowanj szybko-cij
wp“ynf“o na wodoch“onno-¢ mifsa ocenionj 24 h po uboju, a wifc bezpo-rednio po
zako«czeniu tego procesu. Interesujjce wyniki dla oceny tego zjawiska dostarcza
por wnanie skumulowanej wielko-ci ubytk w masy mifsa. Wyra»ono jj jako sumf
ubytk w przechowalniczych i wielko-ci wyciek w wir wkowych (P + WW) dla po-
szczeg Inych grup mif-ni w pierwszym terminie analiz i po 6 dniach pm (rys. 3).
Suma ubytk w P + WW w przypadku pr b A i B by“a bardzo podobna w pierw-
szym terminie bada«, ale znacznie ni»sza w stosunku do mifsa C. Po 6 dniach
wielko-ci te mie-ci'y sif w bardzo wijskim przedziale (20,21{20,40%) i by"“y ni»sze
ni» wyznaczone w pierwszym terminie analiz. Wskazuje to na poprawf wodoch“on-
no-ci mifsa wraz z up“ywem czasu przechowywania.

Po przeprowadzeniu podobnej analizy, ale dokonujjc por wnania skumulowa-
nej wielko-ci ubytk w przechowalniczych i termicznych (P + T) dla poszczeg Inych
grup mif-ni wych“adzanych ze zr »nicowanj szybko-cij, po 2 i 6 dniach uzyskano
podobne realacje w stosunku do powy»szych por wna« tylko po 2 dniach przecho-
wywania (rys. 3). W tym czasie ilo-¢ ubytk w (P + T) mie-ci“a sif w przedziale
od 35,66% do 39,82% i by“a najwy»sza w mif-niach C wych“adzanych najszyb-
ciej. Dla dw ch pierwszych grup (A i B) by“a zbli»ona i wynosi“a odpowiednio
35,66% oraz 36,16%. W terminie 6 dni obserwowano wzrost ubytk w masy P + T
W por wnaniu z wyznaczonymi po 2 dniach niezale»nie od zastosowanej metody
wych“adzania. Uzyskano wifc zale»no-¢ odwrotnj w stosunku do obserwowanej
przy por wnaniach skumulowanych ubytk w przechowalniczych i wyciek w wir w-
kowych (P + WW). W przypadku pr b A wynosi‘y one 38,24%, wy»sze ubytki
stwierdzono dla pr b B (41,21%) i najwy»sze dla mif-ni z grupy C (42,59%). R »-
nica w wielko-ci ubytk w P + T po 2 dniach w por wnaniu z tymi po 6 dniach
by“a najwifksza w przypadku pr b B i wynosi“a 5,05 punktu procentowego. Pr by
A i C cechowa"y prawie o po“owf mniejsze (odpowiednio 2,79% i 2,77%) straty
masy P + T.
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45,00 P+T

P+WW

. .2 dni N 6 dni 2.4lhi2dni . lGdni
B a (0,12 °C/min.) 35,66 38,45 22,16 20,34
M E (0,15 *C/min.) 36,16 41,21 21,89 20,21
Ooc(o,27 °C/min.) 39,82 42,59 26,38 20,40

Rys. 3. Skumulowane ubytki masy w czasie przechowywania mifsa wych“adzanego ze
zro»nicowanj szybkosci

P + T { suma ubytkow przechowalniczych i termicznych, P + WW { suma ubytkow prze-
chowalniczych i wielkosci wycieku wirowkowego

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 poddajjc mif-nie ogrzewaniu, w terminie 6 dni uzyskano z pewnym
przyblixeniem obraz zale»no-ci podobny do tego, kt ry 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 pr b. Przyjmujjc, »e pomiary wielko-ci ubytk w przechowalniczych
i wyciek w wir wkowych sj odzwierciedleniem stanu natywnego tkanki, w tym
dostfpno-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 mif-niowej, czy te» r »nych, da-
jic jednak w efekcie podobny rezultat.

Przy analizowaniu przemian poubojowych bia“ek mifsa zwraca sif z regu‘y
bardzo du»j uwagf na proteolizf bia“ek mio brylarnych. W wyniku degradacji
bia“ek cytoszkieletowych nale»jcych do tej frakcji nastfpuje rozlu,nienie struk-
tur w* kien mif-niowych oraz mio lament w uczestniczjcych w procesie skurczu,
co wp“ywa na poprawf zdolno-ci wijzania wody (Taylor i in., 1995b; Kristen-
sen i Purslow, 2001; Hughes i in., 2014). Proteolizie podlegajj jednak r wnie»
bia“ka sarkoplazmatyczne. Mo»na przypuszcza¢, »e ogrzewanie, utrwalajjc struk-
turf tkankowj, spowodowa“o, »e obserwacje po 2 dniach przechowywania znalaz'y
odzwierciedlenie jeszcze w drugim terminie bada«. Dlatego te» skumulowane dane
obejmujjce ubytki przechowalnicze i termiczne (P + T) po 6 dobach przecho-
wywania wykaza"y r »nice mifdzy trzema rodzajami por wnywanych pr b. Tych
zmian prawdopodobnie nie uchwyci“o oznaczanie wielko-ci skumulowanych ubyt-
k wP + WW i stjd uzyskane rezultaty.
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Potwierdzeniem tego przypuszczenia mogij by¢ wyniki pomiar w si“y cifcia.
Wskazujj one na wystfpowanie skurczu ch“odniczego w mif-niach C wych“adza-
nych najszybciej i { co istotne { wifksza twardo-¢ tych mif-ni utrzymywa“a sif
tak»e po 6 dniach przechowywania w ch“odni (rozdz. 4.1.3, tab. 7). Mifso uznawane
jest za kruche, je-li si“a cifcia jest mniejsza ni» 40 N/cm?, natomiast za twarde,
gdy wynosi ona powy»ej 60 N/cm? (Laville i in., 2009b). Du»a twardo-¢ mif-ni
podlegajjcych skurczowi ch“odniczemu w p ,,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 mif-niach pod-
legajjcych zwyk“emu skurczowi poubojowemu. Uzyskane wyniki sugerujj wifc, »e
skumulowane ubytki przechowalnicze i termiczne w najwifkszym stopniu uwzglfd-
nia“y zmiany struktury mifsa. By"“y one prawdopodobnie efektem zjawiska skurczu
ch“odniczego, o kt rym wspomina sif g“ wnie w przypadku mif-ni czerwonych po-
chodzjcych z tusz byd“a i owiec.

Podobnie jak w niniejszej pracy, wp“yw sposobu ch“odzenia na poprawf zdolno-
-ci wijzania wody oznaczonj wielko-cij wycieku wir wkowego odnotowano r w-
nie» w innych badaniach: Yang i in. (2011), Kerth i in. (2001) i Bertram i in.
(2001). Juarez i in. (2009) stwierdzili, »e podczas wych“adzania tusz z nadmu-
chem w por wnaniu z ch“odzeniem konwencjonalnym ubytki masy by“y mniej-
sze 0 19% (p = 0,009), a straty soku mif-niowego z czf-ci LTL by"y oko“o 10%
mniejsze (p = 0,001) (Juarez i in., 2009). Badania przeprowadzone przez Springer
i in. (2003) wskaza“y na znaczijco lepszj zdolno-¢ zatrzymania wody (24 h pm)
{ wyra»onj jako zawarto-¢ wilgoci, wodf wolnj, procent wody zwijzanej i wody
immobilizowanej przez mif-nie szynki wych“adzane 2 i 2,5 godziny w temperatu-
rze 32 C, a nastfpnie w temperaturze 2 C { w por wnaniu 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 zwijzek. Analizujjc
mifso -wi« rasy duroc, r wnie» nie stwierdzono wp“ywu sposobu wych“adzania
na WHC i ubytki soku mif-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 sif do ograniczenia stopnia denaturacji
mioglobiny i innych bia“ek sarkoplazmatycznych. Konsekwencjj tych przemian jest
poprawa barwy i WHC mifsa.

Na podstawie analizy wielko-ci wycieku wir wkowego po 6 dniach przechowy-
wania odnotowano, »e mif-nie B wych“adzane z po-rednij szybko-cij cechowa"y
sif najlepszj wodoch“onno-cij. W tym terminie wykazano istotne ujemne kore-
lacje pomifdzy wielko-cij wycieku wir wkowego a warto-cij pH po 2 i 6 dniach
(r= 071ir= 0,77; p < 0,05) (tab. 6).

Woyja-nienie obserwowanej zale»no-ci mo»na wijza¢ z otwarciem struktury bia-
“ek { zjawiskiem, kt re zwykle wystfpuje podczas procesu poubojowego dojrzewa-
nia mifsa. Wodoch“onno-¢ -ci-le wij»e sif ze strukturj tkanki mif-niowej oraz
przemianami bia“ek mio brylarnych i sarkoplazmatycznych. Warto wspomniet¢, »e
gwa“towne przemiany glikolityczne, kt rych najprostszym wska,,nikiem jest war-
to-¢ pH, prowadzj do obni»enia wodoch“onno-ci, denaturacji mioglobiny i szyb-
szego szarzenia mifsa. Ponadto uwa»a sif, »e bia“ka saroplazmy, podlegajjc de-
naturacji, osadzajj sif na mio brylach, czego efektem jest blokowanie aktywnych
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Tabela 6. Wspo“czynniki korelacji pomifdzy ubytkami masy i wielkoscij wycieku wirowkowego
a cechami jakosciowymi mifsa
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 wirowkowy
Eeas(:ggafe(;etﬂ]r?e Storage loss Thermal loss Centrifugal drip
(%) (%) (%)

2 dni 6 dni 2 dni 6 dni 24 h 6 dni
pH 45 min 0,35NS | 0,16NS | 0,42N5| 0,32N5| 0,29NS | 0,125
pH 24 h 0,33NS | 0,28NS | 0,28NS| 0,45NS | 0,21NS | ,35NS
pH 2 dni 0,21NS | 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*
Stf»enie glikogenu 2h 0,42NS | 0,55* 0,17NS | 0,08NS | 0,01NS | 0,22NS
Glycogen content 24h | 0,57 0,50NS | 0,47NS | 0,84* 0,51NS | 0,14NS
(umol/g)
Stf»enie kw. mlekowego 2 h 0,47NS | 0,34NS | 0,12NS | 0,15NS| 0,04NS | 0,23NS
Lactic acid content 24h | 0,62* 0,44NS | 0,15NS | 0,29NS | 0,29NS | 0,52*
(umol/g)
Wyciek wirowkowy 24h | 0,28NS| 0,25NS| 0,65* 0,54* 1,00NS | 0,17NS
Centrifugal drip 6dni| 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. Stjd te» pomiary pH i wodoch“onno-ci sj najczf-ciej
stosowane w ocenie jako-ci mifsa.

Sugeruje sif, »e oznaczanie wielko-ci ubytk w przechowalniczych oraz wycieku
wir wkowego jest odzwierciedleniem stanu natywnego tkanki i dostfpno-ci grup
aktywnych bia“ek, co wij»e sif z postfpujijcj proteolizj po uboju. Ogrzewanie na-
tomiast, utrwalajjc strukturf tkanki, powoduje, »e oznaczanie ubytk w termicz-
nych, obok oddzia“ywa« aktywnych grup bia“ek wij»jcych wodf, prawdopodob-
nie dostarcza informacji wskazujjcej r wnie» zmiany strukturalne tkanki. R »nice
w skumulowanej wielko-ci ubytk w przechowalniczych i termicznych mifdzy po-
szczeg Inymi grupami mif-ni, kt re obserwowano po 6 dniach przechowywania
mifsa, potwierdzajj s“uszno-¢ powy»szego przypuszczenia, szczeg Inie gdy pod
uwagf we,mie sif wyniki bada« krucho-ci mifsa. Istotnie wifksza twardo-¢ mifsa
by“a charakterystyczna dla pr b C wych“adzanych najszybciej (0,27 C/min) w obu
terminach analiz. Prawdopodobne jest, »e zmniejszona zdolno-¢ zatrzymywania
wody by“a konsekwencjj superkontrakcji mif-ni i mniejszj dostfpno-cij aktyw-
nych grup bia“ek miozyny i aktyny, kt re aktywnie uczestniczj w tym procesie,
a charakteryzujj sif najlepszi wodoch“onno-cij. Zachodzjcy po stanie skurczu
po-miertnego proces dojrzewania sprzyja rozlu,hieniu mio lament w, zwifksze-
niu przestrzeni mifdzy nimi i wsp “decyduje o zdolno-ci utrzymywania soku przez
mifso (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 cifcia mifsa

Wyniki analizy wp“ywu zastosowanej szybko-ci wych“adzania w czasie przecho-
wywania ch“odniczego na krucho-¢ mifsa ocenionj na podstawie instrumentalnej
warto-ci si'y i pracy cifcia zestawiono w tabeli 7. Wskazujj one, »e najlepszj kru-
cho-cij podczas 6-dniowego przechowywania wyr »nia“o sif mifso A wych“adzane
najwolniej. Po 2 dniach gorszj krucho-cij w por wnaniu z pr bkj kontrolnj A
(47,79 N/cm? i 382,54 N mm) cechowa"y sif pr bki B i C wych“adzane szybciej,
dla kt rych wyznaczono wifksze warto-ci -redniej si“y i pracy cifcia na poziomie
55,60 N/cm? i 80,03 N/cm? oraz odpowiednio 435,31 N mm i 688,86 N mm
(tab. 7).

Tabela 7. Wielkosc si“y i pracy cifcia mifsa wych“adzanego ze zro»nicowanj szybkoscij 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

Cooling rate Ogo“em Wartosc
Badana cecha
Tested feat A B C Total o]
ested teature | 912 c/min) | (0,15 C/min) | (0,27 C/min) N =15 p value
N =5 N=5 N=5
Si“acifcia 2 dni| 47,79° 6,05 | 55,60° 10,07| 80,032 7,87 61,14 16,10 | 0,000
WBSF 6dni| 3851P 4,81 | 41,07° 9,21 | 68,012 13,29 | 49,20 16,50 | 0,000

(N/cm?2)

Praca cifcia 2 dni|382,54° 34,62|435,31° 72,71|688,862 48,24 |502,24 147,22 0,000
Shear work 6 dni|317,16° 31,06(346,38° 51,95(619,512 135,22(427,69 161,67 0,000
(N mm)

ab \Wartosci srednie oznaczone ro»nymi indeksami ro»nij sif statystycznie istotnie (p < 0,05)
wzglfdem sposobu wych“adzania.

ab Average values in rows marked with di erent indexes di er statistically substantially
(p < 0.05) in relation to the cooling rate.

Mifso C wych“adzane z szybko-cij 0,27 C/min w por wnaniu z wynikami uzy-
skanymi dla pr b A i B charakteryzowa“o sif istotnie wifkszj warto-cij siy i pracy
cifcia w obu terminach badax, tj. po 2 i 6 dniach przechowywania ch“odniczego.
Na podstawie uzyskanych rezultat w wykazano istotny wp“yw szybko-ci wych“a-
dzania na krucho-¢ mifsa (tab. 7). Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji
stwierdzono, »e zar wno szybko-¢ wych“adzania, jak i czas przechowywania istot-
nie wp“ynf“y na si“f i pracf cifcia mifsa (tab. 8). Natomiast interakcja mifdzy
powy»szymi czynnikami nie mia“a wp“ywu na zmiany krucho-ci wych“adzanych
mif-ni. Po 2 i 6 dniach przechowywania odnotowano istotnj dodatnij zale»no-¢
pomifdzy si“j cifcia a ubytkami przechowalniczymi oraz termicznymi (odpowied-
nior =059ir =056 o0razr =0,54ir =0,75; p < 0,05) (tab. 9). W terminie 2
i 6 dni wykazano r wnie», »e wy»sza krucho-¢ mifsa by“a istotnie zwijzana z jego
lepszij wodoch“onno-cij oznaczonj na podstawie wielko-ci wycieku wir wkowego
r=0,67ir=0,64 (p <0,05) (tab. 9).

Ultraszybkie ch“odzenie mo»e powodowa¢ skurcz ch“odniczy w* kien mif-nia
LTL okre-lony na podstawie skr cenia d“ugo-ci sarkomer w, kt rego skutkiem
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Tabela 8. Wp“yw szybkosci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
(W  T) na wielkosc si“y i pracy cifcia mifsa

Table 8. In uence of cooling rate (W), storage time (T) and their interaction (W  T) on the
amount of shear force and work of meat

Szybkosc wych“adzania | Czas przechowywania Interakcja
TB:s(isg afecaetclTri Cooling rate Storage time Interaction
W T w T
Si“a cifcia o > NS
WBSF (N/cm?)
Praca cifcia *k * NS
Shear work (N mm)

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

Tabela 9. Wspo“czynniki korelacji mifdzy si“j i pracj cifcia a analizowanymi cechami jakosci
mifsa podczas przechowywania
Table 9. Correlation coe cients between shear force and shear work and the analysed meat
quality features during storage

Si“a cifcia Praca cifcia
Badana cecha WBSF Shear work
Tested feature (N/cm?2) (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
Stf»enie glikogenu 2h 0,22Ns 0,11Ns 0,17 0,08NS
Glycogen content 24 h 0,60* 0,68* 0,55* 0,69*
(umol/g)

Stf»enie kwasu mlekowego 2h 0,24Ns 0,25NS 0,15NS 0,19NS
Lactic acid content 24 h 0,44Ns 0,46NS 0,33NS 0,41NS
(umol/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 wirowkowy 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 wifksza warto-¢ si“y cifcia po 48 h, natomiast podczas przechowywania d“u»-
szego ni» 72 h r »nice w krucho-ci mogj by¢ nieistotne (Feldhusen i Kuhne,
1992). Wyniki wielu bada« wskazujj na wystfpowanie w mif-niach byd“a skur-
czu ch“odniczego wywo“anego szybkim wych“adzaniem (Demeyer i in., 1998, van
Moeseke i in., 2001). W wifkszym stopniu dotyczy on mif-ni byd“a i zwijzany
jest z wystfpowaniem w* kien czerwonych. Jednak»e obserwowany jest r wnie»
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w mifsie -wi« cechujjcych sif du»j mifsno-cij oraz niewielkim ot“uszczeniem i za-
leny od masy wych“adzanych p “tusz. Wycifcie mif-ni z tuszy bezpo-rednio po
uboju indukuje skurcz w* kien mif-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),
kt rzy wykazali, »e nawet bez skurczu wifksze tempo spadku warto-ci pH wy-
stfpowa“o w bardzo szybko wych“adzanych (VFC) mif-niach jagnifcych 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 mif-niach VFC
(pre-rigor) wystfpowa“ w wifkszym stf»eniu. Prawdopodobne jest, »e czasami za-
stfpowa“ on ATP na g“owie miozyny, a to mog“o przyczyni¢ sif do os“abienia
mostka aktynowo-miozynowego i wp“ynf“o na krucho-¢ mifsa (Sikes i in., 2017).
R »nice w krucho-ci mifsa wieprzowego wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-
-cij pomifdzy warto-ciami uzyskanymi w pracy a danymi literaturowymi mogj
czf-ciowo wynika¢ z zawarto-ci t‘uszczu -r dmif-niowego (Szalata i in., 2005).

W mifsie -wi« dw ch genotyp w large white (LW) oraz duroc  large white
(duroc) zawarto-¢ t“uszczu -r dmif-niowego by“a dodatnio skorelowana z si“j cif-
cia (odpowiednio r = 0,32 i 0,43; p < 0,0001) (Juarez i in., 2009). Wyznaczone
zale»no-ci pokaza“y, »e wy»sza zawarto-¢ t‘uszczu -r dmif-niowego, jakj obserwo-
wano w genotypie D (31,81 mg/g) w por wnaniu z LW (18,85 mg/g), spowodowa“a
zmniejszenie siy cifcia. Cytowani autorzy odmiennie, w por wnaniu z wynikami
niniejszej pracy, nie wykazali istotnego oddzia“ywania wych“adzania na krucho-¢
mifsa zar wno w ocenie instrumentalnej, jak i sensorycznej. Ponadto nie stwierdzili
r »nicy w d“ugo-ci sarkomer w mif-nia LTL (p > 0,1) w zale»no-ci od zastosowanej
metody ch“odzenia (Juarez i in., 2009). Brak wp“ywu metody ch“odzenia na sif
cifcia zaobserwowali tak»e McFarlane i Unruh (1996), Springer i in. (2003) oraz
Tomovi¢ i in. (2008). Na powy»sze mog“y wp“ynij¢ 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 mifsie wieprzowym ze wzglfdu na
bardzo wysoki udzia“ szybkich w* kien glikolitycznych, kt re sj odporne na skurcz
ch*odniczy (Aalhus i in., 1997, 1998). Jones i in. (1993) odkryli, »e mifso ze szczu-
plejszych tusz Yorkshire poddanych wych“adzaniu szokowemu (3 h, temp. 40 C)
by“o ciemniejsze, cechowa“o sif mniejszym ubytkiem soku mif-niowego i wy»szij
warto-cij si“y cifcia.

W celu zmniejszenia liczby zmiennych opisujjcych wp“yw procesu wych“adza-
nia z r »nj szybko-cij i ustalenia zale»no-ci mifdzy ocenianymi czynnikami wy-
korzystano analizf sk“adowych g“ wnych PCA (Principal Component Analysis)
(rys. 4). Projekcja wynik w badanych cech: warto-ci pH (2 h i 24 h), zawarto-ci
glikogenu i kwasu mlekowego (2 h i 24 h), wielko-ci wycieku wir wkowego (wodo-
ch“onno-ci) (24 h'i 6 dni), ubytk w przechowalniczych i termicznych (2 dni i 6 dni)
oraz krucho-ci (2 dni i 6 dni) w uk“adzie dw ch 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 mifsa wych“adzanego z r »nj szybko-cij, zobrazowa“a zr »ni-
cowanie pr bek pod wzglfdem charakterystyki ich w“a-ciwo-ci (rys. 4a). Pierwsza
sk“adowa zwijzana by“a z zawarto-cij glikogenu, kwasu mlekowego, warto-cij pH
oraz wodoch“onno-cij (wielko-cij wycieku wir wkowego, czasem i ubytkami prze-
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Rys. 4. Analiza sk“adowych g“ownych (PC 1 i PC 2) cech jakosciowych mifsa wych“adza-
nego z ro»nj szybkoscij: a) wykres wspo“rzfdnych wspo“czynnika zmiennosci, b) wykres
wspo“rzfdnych wspo“czynnika przypadku mifsa wych“adzanego ze zro»nicowanj szybkoscij:
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 cifcia oraz ubytki termiczne z mifsa.

Na podstawie zasob w zmienno-ci wsp Inej wykazano, »e 91% wariancji kru-
cho-ci oraz 75% wariancji wodoch“onno-ci wyja-niajj pierwsze dwie sk“adowe.
Z pewnym uproszczeniem mo»na przyji¢, »e utworzona dwuwymiarowa p“aszczy-
zna jest rozpifta na sk*adowej 1 wodoch“onno-¢" i sk“adowej 2 krucho-¢". Bliskie
po“o»enie wektora glikogenu i wodoch“onno-ci oraz krucho-ci i pracy cifcia wska-
zuje na dodatnie skorelowanie tych zmiennych. Natomiast przeciwne po“ox»enie
wektor w warto-ci pH i kwasu mlekowego -wiadczy o wystjpieniu korelacji ujem-
nej. Zasadnicze zgrupowanie pr b wych“adzanych ze zr »nicowanj szybko-cij po
6 dniach przechowywania obserwowano po lewej stronie wykresu i wskazuje ono na
nieco mniejsze zr »nicowanie pod wzglfdem analizowanych wyr »nik w (rys. 4b).
Natomiast po prawej stronie wyodrfbniono pr by wych“adzane najszybciej, kt re
charakteryzowa"y sif istotnie mniejszj krucho-cij i wifkszj pracj cifcia. Rezultaty
uzyskane w niniejszej pracy potwierdzi“y, »e badane cechy mifsa: warto-¢ pH, stf»e-
nie glikogenu i kwasu mlekowego, wielko-¢ wycieku wir wkowego (wodoch“onno-¢),
ubytki przechowalnicze i termiczne oraz krucho-¢ w wifkszym stopniu zr »nico-
wa"y mif-nie oceniane w pierwszym terminie tj. w kr tszym czasie od zako«czenia
wych“adzania z r »nj szybko-cij.

Na podstawie uzyskanych wynik w mo»na stwierdzi¢, »e zastosowanie szybko-
-ci wych“adzania 0,27 C/min (tj. takiej, jakj wykorzystano w przypadku pr b C)
prowadzi“o do uzyskania surowca mifsnego o niepo»jdanej jako-ci zwijzanej z jego
gorszj wodoch“onno-cij i krucho-cij. Powy»sze mo»e sugerowa¢ warto-¢ aplika-
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cyjnj pracy zwijzanj ze wskazaniem maksymalnej szybko-ci wych“adzania mifsa
0,15 C/min jako zalecanej w celu uzyskania jego po»jdanych cech jako-ciowych,
w tym wodoch“onno-ci i krucho-ci.

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

Chocia» badania nad wp“ywem r »nych czynnik w, np. elektrostymulacji (Kim
i in., 2013b), temperatury procesu dojrzewania (Rees i in., 2003a), jako-ci (Mon-
towska i in., 2009; elechowskai in., 2012) i pH ko«cowego mifsa (Grze-i in., 2017,
Wu i in., 2014b) oraz genotypu (Laville i in., 2009b) na obecno-¢ i zmiany udzia“u
bia“ek mif-niowych sj przedmiotem licznych doniesie« literaturowych, wiele aspek-
t w w tym zakresie nadal wymaga uzupe“nienia. Jednym z nich jest poszukiwanie
odpowiedzi na coraz czf-ciej zadawane pytanie, czy i w jaki spos b proces wych“a-
dzania wp“ywa na zmiany udzia“u bia“ek mif-niowych i jakie jest ich oddzia“ywa-
nie na w“a-ciwo-ci mifsa kulinarnego oraz przeznaczonego do przetw rstwa. Celem
niniejszego rozdzia“u by“o okre-lenie zmian udzia“u wybranych bia“ek mio brylar-
nych oraz bia“ek wystfpujijcych we frakcji wycieku wir wkowego i powijzanie ich
z oddzia"ywaniem na cechy jako-ciowe, w tym wodoch“onno-¢ i krucho-¢ mifsa
wych“adzanego ze zr »nicowanij szybko-cij.

Zmiany udzia“u bia“ek mifsa wieprzowego wyznaczone na podstawie SDS-
-PAGE

Bia“ka mifsa wieprzowego wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij rozdzielono,
wykorzystujjc technikf 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 mifsa wych“adza-
nego ze zr »nicowanj szybko-cij podczas sk“adowania w warunkach ch“odniczych
przedstawiono na rysunku 5. Na »elu zaznaczono masy czjsteczkowe zastosowa-
nego standardu jak r wnie» 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 czjsteczkowych.

Udzia“ procentowy pasma o masie 3700 kDa, wskazywanego jako titina, kszta“-
towa“ sif na poziomie od 5,44% do 6,20%, odpowiednio w pr bie B po 24 h i w mif-
-niach C po 6 dniach (tab. 10). Nie wykazano wp“ywu szybko-ci wych“adzania na
wystfpowanie powy»szego bia“ka. W drugim terminie analiz r »nice { szczeg I-
nie mifdzy pr bami A i B { by"y nieznaczne. Nieco wifkszy udzia“ tego pasma
(6,20%) stwierdzono po 6 dniach w mif-niach wych“adzanych najszybciej. Jed-
nak by“a to wielko-¢ nieistotna statystycznie w odniesieniu do pozosta“ych pr b.
Titina jest g“ wnym bia“kiem cytoszkieletu w* kien mif-niowych, wyr »nia sif
najwifkszj masj czjsteczkowj spo-r d wszystkich bia“ek mifsa. Jest bardzo po-
datna na proces degradacji w czasie poubojowego dojrzewania. Podobne rezultaty
w mifsie cechujjcym sif typowj krucho-cij { tzn. twardym po 48 h i kruchym po
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Rys. 5. Rozdzia“ elektroforetyczny bia“ek mifsa sch*adzanego ze zro»nicowanj szybkoscij.
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 odnoszj sif do bia“ek standardu,
strza“ki po prawej stronie wskazujj wybrane pasma analizowanych bia“ek, klamry obrazujj
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), por wnujjc mif-nie longissimus
dorsi -wi« 0 zr »nicowanym przebiegu procesu kruszenia. Autorzy ci zaobserwowali
istotnie wifkszj ilo-¢ titiny (7,61%) w mif-niach charakteryzujjcych sif najwifkszij
twardo-cij po 6 dniach przechowywania.

Udzia“ bia“ek o masie 205 kDa, w kt rego sk“ad wchodzi“a najprawdopodobniej
g" wnie miozyna, mie-ci“ sif w przedziale od 15,42% po 24 h dla pr b C wych“a-
dzanych najszybciej do 17,91% dla mifsa B, r wnie» w tym terminie. Po 24 h wy-
kazano istotne oddzia“ywanie szybko-ci wych“adzania na ilo-¢ tego bia“ka. Pr by B
(0,15 C/min) cechowa" istotnie wifkszy (17,91%) udzia“ pasma o masie 205 kDa,
w por wnaniu z warto-cij 15,42% uzyskanj dla mif-ni C (0,27 C/min). Pr by
wych“adzane najwolniej charakteryzowa“a warto-¢ po-rednia. Po 6 dniach sk*ado-
wania jego wielko-¢ w mifsie wych“adzanym z szybko-cij 0,15 C/min zmniejszy“a
sif do ilo-ci 15,85%.
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Tabela 11. Wp“yw szybkosci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na zmiany udzia“u bia“ek mifsa

Table 11. In uence of the cooling rate (W), storage time (T) and their interaction on changes
in the proportion of meat proteins

Udzia“ pasma . Szybkosc wych“adzania | Czas przechowywania | Interakcja
- Bia“ka - - :
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 *x NS *x
38{36 kDa troponina-T * * NS
<104{43> kDa i 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. Wspo*“czynniki korelacji mifdzy udzia“em wybranych bia“ek mifsniowych a wartosci j
pH i w“asciwosciami mifsa 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 Ubytek
czjsteczkowa War:'osc przechowal- " Ubytek r:N odo- Kruch
Molecular Bia“ka P niczy ermiczny C On_I‘IOSC rucnosc
- - pH value Thermal | Centrifugal WBSF
weight Proteins Storage - >
(24 h loss drip (N/cm<)
(kDa) . . loss 0 0
N=30 i 6 dni) (%) (%) (%)
3700 kDa titina 0,09 0,26 0,125 0,10N 0,19
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 pr bkach C 24 h po uboju m g“ by¢ spowodowany wolniejszj degradacji titiny,
co potwierdzi“y dalsze badania z wykorzystaniem immunoblotingu (rys. 8, tab. 18).
W sk“ad pasma 205 kDa mog"y wchodzi¢ produkty degradacji pochodzijce od ti-
tiny, obserwowane we wcze-niejszych badaniach (Pospiech i in., 2000; Szalata i in.,
2005). Przyczynj powy»szej obserwacji mog“y by¢ tak»e: wypadanie miozyny ze
struktur cytoszkieletu w* kien mif-niowych lub destrukcja mostk w poprzecznych
stanowijcych po“jczenie pomifdzy aktynj i miozynj, czego konsekwencjj by“o
pojawienie sif “a«cuch w cif»kich miozyny we frakcji wycieku wir wkowego, 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, kt ra jest
g“ wnym sk“adnikiem dysku Z i wij»e sif z lamentami aktyny oraz bia“kami
strukturalnymi w celu stabilizacji cytoszkieletu, odgrywajjc wa»nj rolf w procesie
proteolizy (Berman i North, 2010). Jego udzia“ mie-ci“ sif 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 ekspresjf. Zmniejszenie ilo-ci -aktyniny po 6 dniach { szczeg Inie w przy-
padku pr b A i B { mo»e wskazywa¢ na degradacjf linii Z wraz z wyd“u»eniem
czasu przechowywania. Rezultaty te sj zgodne z danymi wskazujjcymi na niewiel-
kie zmiany udzia“u tego pasma w mifsie byd“a czterech ras (holsztyno-fryzyjskiej,
polskiej czerwonej, hereford i limousine) oraz w r »nych mif-niach podczas doj-
rzewania (lwanowska i in., 2011; Zajjc i in., 2016). Wyniki w“asne uzyskane w ni-
niejszej pracy sj zbie»ne z opracowaniami dotyczjcymi wp“ywu jako-ci mifsa na
zmiany udzia“u jego bia“ek. Podobny udzia“ -aktyniny, na poziomie 6,14{6,56%
w mifsie normalnej jako-ci, wodnistym i kwa-nym przedstawili elechowska i in.
(2012), nie wykazujjc jednocze-nie oddzia“ywania zr »nicowanej jako-ci na eks-
presjf tego bia“ka ( elechowska i in., 2012). Na podstawie przeprowadzonych ba-
da« wykazano istotnj dodatnij zale»no-¢ mifdzy udzia“em -aktyniny a warto-cij
pH24n (r = 0,36; p < 0,05), co jest zgodne z obserwacjami innych autor w, kt -
rzy odnotowali powy»szj 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 mifsie wych“adzanym ze zr »nico-
wanj szybko-cij w czasie 6-dniowego przechowywania przyjmowa“ warto-ci od
14,91% do 18,12%. Wyniki uzyskane po 24 h r »ni“y sif nieznacznie i wynosi“y od
16,10% (A) do 16,24% (C). Po 6 dniach wykazano istotne zr »nicowanie w udziale
tego bia“ka zwijzane z wp“ywem szybko-ci wych“adzania. Jego znaczjco mniejszy
udzia“ odnotowano w pr bach C wych“adzanych najszybciej (14,91%) w por wna-
niu z mifsem pr b 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 mif-ni B (0,15 C/min) z 16,10% do 18,12%, a nawet pr b A (0,12 C/min)
z 16,18% do 17,58%. Dla wszystkich analizowanych pr b wykazano istotnj ujemnj
korelacjf pomifdzy udzia“em aktyny a ubytkami termicznymi i krucho-cij mifsa
r= 041lir= 0,42 (p < 0,05) (tab. 12). Ponadto po 6 dniach stwierdzono istotnj
ujemnj zale»no-¢ pomifdzy udzia“em aktyny a ubytkami termicznymi i krucho-cij
r= 0,75ir= 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 mifsie -wi« 0 zr »nicowanej jako-ci RFN, PSE i kwa-nym. Nieco wifkszj
jej ilo-¢ 18,5% do 21,8% w mif-niach cieljt, ja“ wek i kr w obserwowali Ko“czak
i in. (2003). Mniejszy udzia“ tego pasma bia“ek mo»e wynika¢ z faktu, »e w ba-
daniach w“asnych mifso rozdzielone elektroforetycznie zawiera“o zar wno bia“ka
mio brylarne, jak i sarkoplazmatyczne, natomiast Ko“czak i in. (2003) analizowali
pr bki, kt re stanowi“y wyekstrahowane bia“ka mio brylarne. Ponadto r »nice te
mogi by¢ rezultatem pochodzenia gatunkowego tkanki mif-niowej, wieku zwierzijt,
rodzaju analizowanych mif-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 mif-ni na zmiany ilo-
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Tabela 13. Wspo“czynniki korelacji mifdzy udzia“em wybranych bia“ek mifsniowych a cechami
jakosciowymi mifsa 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 Wartosc Ubytek Ubytek Wodo-
i przechowal- 4 "
czjsteczkowa pH : termiczny | ch“onnosc | Kruchosc
Molecular Bia“ka pH value S?(I)izye Thermal | Centrifugal WBSF
weight Proteins (24 h Iossg loss drip (N/cm?)

(kDa) i 6 dni) %) (%) (%)

N=15 20 2 dni 2 dni 20 2 dni
3700 titina 0,07V 0,19 0,38\ 0,24N5 0,07V
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 0,18N°S 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 wifcej tego bia“ka odnotowano w mifsie
wych“adzanym najwolniej A (4,63%) w por wnaniu z pr bami B (3,59%). Wyka-
zano, »e wraz z wyd“u»eniem okresu przechowywania mifsa ilo-¢ bia“ek o masie
38{36 kDa ulega“a zmniejszeniu szczeg Inie w mifsie wych“adzanym najszybciej
(tab. 10). Mniejszy udzia“ troponiny-T w stosunku do pr b A odnotowano r w-
nie» w pr bach C (3,98%) wych“adzanych najszybciej, jakkolwiek r »nica ta by“a
nieistotna. Na podstawie analizy korelacji dla wszystkich pr b wykazano istotnj
dodatnij zale»no-¢ r = 0,50 (p < 0,05), mifdzy udzia“em tego pasma a wodoch“on-
no-cij mifsa (tab. 12).

Obserwowane w miarf postfpujjcego procesu dojrzewania zmniejszenie udzia“u
pasma o masie 38{36 kDa mog“o by¢ zwijzane z degradacjj Tn-T. Poniewa» obraz
»elu rozdzielonych bia“ek mifsa mo»e wynika¢ ze wzajemnego na“o»enia sif pasm
bia“ek mio bryli i sarkoplazmy (Pospiech, 1990; Hu -Lonergan i in., 2010), a nie-
kiedy produkty rozpadu innych bia“ek majj masf czjsteczkowij zbli»onj do Tn-T
(Szalata, 2003), stjd te» dokonano identy kacji tego bia“ka z wykorzystaniem me-
tody Western blot (rys. 10, tab. 18). Obserwacjj wskazujjci na zwijzek pomifdzy
zmniejszeniem ilo-ci pasma bia“ek o masie 36{38 kDa a degradacjj proteolitycznj
Tn-T jest najprawdopodobniej wzrost udzia“u bia“ek o masie 20{30 kDa, kt re
zgodnie z danymi literaturowymi (Ho i in., 1994, 1997; elechowska i in., 2012;
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Bowker i in., 2014) obejmujj g wnie produkty rozpadu Tn-T. Ponadto Muroya
i in. (2010) sugerujj, »e karda z izoform Tn-T ulega degradacji do specy cznego
fragmentu zale»nego od metabolizmu mif-ni.

Wed“ug Szalaty i in. (2005) bardziej intensywny proces degradacji bia“ek,
zw“aszcza titiny i troponiny-T, w mif-niu longissimus dorsi -wi« 0 mniejszej mif-
sno-ci w por wnaniu z mif-niem pochodzjcym od -wi« 0 wifkszej mifsno-ci mo»e
wskazywa¢ na istnienie pewnych powijza« mifdzy tymi zmianami i szybszym pro-
cesem Kkruszenia w mifsie -wi« cechujjcych sif mniejszi mifsno-cij. G* wnymi
czynnikami wp“ywajjcymi na proces kruszenia by"y mifsno-¢ -wi« oraz czas prze-
chowywania mifsa po uboju. Natomiast interakcja wymienionych powy»ej czynni-
k w by“a niewielka (Szalata i in., 2005).

Stwierdzono, »e pasma charakteryzujjce sif masj czjsteczkowj w przedziale
od 104 do 43 kDa, istotnie r »nicowa"y pr by B i kontrolne A wych“adzane z szyb-
ko-cij 0,12 C/min. Po 24 h pr by A cechowa“a istotnie mniejsza (9,72%) ilo-¢
bia“ek w tym zakresie w por wnaniu z warto-ciami obserwowanymi dla pr b B
(11,63%), a tak»e C, jednak w tym wypadku r »nica nie by“a istotna statystycznie
(tab. 10). Na podstawie dwuczynnikowej analizy wariancji wykazano istotne od-
dzia“ywanie szybko-ci wych“adzania mifsa na udzia“ pasm bia“ek o masie czjstecz-
kowej od 104 do 43 kDa (tab. 11). W powy»szym przedziale mas czjsteczkowych
mogij wystfpowa¢ bia“ka szoku cieplnego (HSP) HSP90 i HSP70, charakteryzu-
jice sif masj czjsteczkowi odpowiednio 90 i 70 kDa. Dane literaturowe wskazujj
na zwijzek HSP z szybko-cij i stopniem apoptozy kom rek mif-niowych oraz ich
wp“yw na zmiany strukturalne i metaboliczne podczas dojrzewania poubojowego
(Picard i in., 2015; Picard i Gagaoua, 2017). Ponadto uwa»a sif, »e zmienny po-
ziom HSP mo»e odzwierciedla¢ jako-¢ mifsa, 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 mif-niu najd“u»szym grzbietu -wi« by"y
zwijzane ze zmniejszeniem poziomu ekspresji HSP90 i HSP70, poniewa» bia“ka
te odgrywajj wa»nj rolf w utrzymaniu przestrzennej struktury w* kien mif-nio-
wych. Temperatura jest jednym z czynnik w wp“ywajjcych na wzrost ekspresji
HSP, stjd pr by B i C wych“adzane szybciej wykazywa"y wifkszy udzia“ bia“ek
w przedziale 104{43 kDa, szczeg Inie w pierwszych godzinach po uboju.

Bia“kiem cytoszkieletowym mif-ni szkieletowych wystfpujjcym w zakresie od
104 do 43 kDa jest r wnie» desmina, kt rej masa czjsteczkowa wynosi 53 kDa.
Sk“ada sif ona z 473 aminokwas w i kodowana jest przez pojedynczy gen (DES)
zlokalizowany na 2 chromosomie (Bar i in., 2004). Desmina buduje lamenty
po-rednie typu Ill. Odpowiada za integralno-¢ i sztywno-¢ kom rki mif-niowej.
Wskazywana jest jako bia“ko markerowe zdolno-ci zatrzymywania wody. Wy»szy
jej poziom odnotowano w mif-niu LD -wi« z mniejszymi ubytkami soku mif-nio-
wego (van de Wiel i Zhang, 2007). Badania niniejszej pracy nie obejmowa"y jednak
jej oznaczenia. U"o»enie desminy w poprzek w* kna sprawia, »e jej proteoliza jest
istotna przy rozpatrywaniu wijzania 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 mifsa uwa»ana jest za kluczowy czynnik od-
powiedzialny za jego krucho-¢. Wykazano, »e zaburza ona strukturf w* kien mif-
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-niowych i powijzana jest ze zmniejszeniem si“y cifcia i wynikajjcj z tego poprawij
krucho-ci mifsa (Kemp i in., 2010). Ponadto dowiedziono, »e stopie« degradaciji
bia“ek mio brylarnych wij»e sif z mniejszj warto-cij si“y cifcia i mo»e by¢ stoso-
wany jako wska,,nik poziomu jego krucho-ci. Podczas dojrzewania mifsa kszta“tujj
sif jego w“a-ciwo-ci istotne zar wno dla producent w, jak i konsument w, bfdjce
odzwierciedleniem zmian, jakim ulegajj bia“ka mif-niowe (Pospiech i in., 2003a).
Zastosowanie optymalnie szybkiego wych“adzania, kt re nie spowoduje wyst;j pie-
nia skurczu ch“odniczego ani zwifkszonych strat soku mif-niowego, zapewnia do-
bri jako-¢ mifsa przeznaczonego na cele kulinarne (Honikel, 2004).

Inkubacja mio bryli z trzema r »nymi endogennymi uk“adami proteolitycz-
nymi: m-kalpainj, ekstraktem enzym w lizosmalnych i proteasomem, spowodowa“a
zwifkszenie zatrzymania wody w mio brylach. Podczas inkubacji z m-kalpainj
i ekstraktem enzym w lizosmalnych desmina uleg“a degradacji, a multikatalityczna
proteaza uwolni“a -aktyninf, bia“ko linii Z (Zeng i in., 2017). Na podstawie uzy-
skanych rezultat w Zeng i in. (2017) przedstawili model, w kt rym degradacja
bia“ek mio brylarnych powodowa“a zmianf strukturalnj i pozwala“a na zwifksze-
nie stopnia pfcznienia mio bryli w miarf przemieszczania wody z zewnftrznej do
wewnftrznej przestrzeni w* kienek. W konsekwencji sprzyja to zwifkszeniu za-
trzymania wody przez mio bryle i mo»e wyja-nia¢ obserwowane zmniejszenie ilo-
-ci soku mif-niowego w p ,,niejszych terminach przechowywania (Hu -Lonergan
i Lonergan, 2005; Zeng i in., 2017).

Obok enzym w endogennych (systemu kalpain, katepsyn i proteasomu) w pro-
teolizf bia“ek mifsa w"jczane sj enzymy egzogenne. Ha i in. (2012), por wnujjc
wp“yw r »nych enzym w proteolitycznych na bia“ka mio brylarne, zaobserwowali
dzia“anie papainy ukierunkowane na titinf, nebulinf, “a«cuchy cif»kie miozyny
i aktynf. Pod wp“ywem cyny, bromelainy czy papainy miozyna, bia“ko-C i ak-
tyna uleg"y degradacji (Magsood i in., 2018).

Niewjtpliwj zaletj elektroforezy jest to, »e pozwala ona na jednoczesnij sepa-
racjf wielu bia“ek. Spo-r d nich izoformy miozyny rozwa»ono jako markery mole-
kularne typu w* kna mif-niowego (Bottinelli i Reggiani, 2000). Podczas skurczu
mif-ni izoformy miozyny wsp “dzia“ajj razem z innymi bia“kami mio brylarnymi,
zw“aszcza troponinj-T i tropomiozynj oraz ich izoformami (Bottinelli i Reggiani,
2000). Na tej podstawie wykazano, »e r wnie» sk“ad izoform bia“ek mio brylar-
nych wp“ywa na skurcz w* Kkien i w“a-ciwo-ci biochemiczne mif-ni wraz z rozwojem
stf»enia poubojowego (Schia no i Reggiani, 1996; Bottinelli, 2001; Stephenson,
2001), a w konsekwencji na jako-¢ mifsa, szczeg Inie wieprzowiny (Gil i in., 2003;
Choi i Kim, 2009), byd“a (Olivan i in., 2004; Muroya i in., 2007), kr lik w (Ramirez
i in., 2004) i owiec (Sazili i in., 2005).

Konsekwencjj szybszego wych“adzania by“ skurcz ch“odniczy i w efekcie gorsza
krucho-¢ mifsa. Obserwowane po 2 dniach powolniejsze obni»enie pH w mif-niach
wych“adzanych szybciej mog“o sprzyja¢ aktywno-ci kalpain, stjd mo»na oczeki-
wat bardziej rozleg“ej proteolizy bia“ek. Jednak aktywno-¢ kalpain zale»y tak»e od
temperatury, kt ra mo»e spowalnia¢ te procesy. Tak wifc interakcja tych dw ch
czynnik w, tj. pH i temperatury, prowadzi do tego, »e efekt proteolizy jest trudny
do zaobserwowania szczeg Inie wtedy, gdy badania dotyczj bia“ek mifsa z po-
minifciem etapu ich frakcjonowania. Pe“niejszy obraz zmian starano sif uzyskat,
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analizujjc bia“ka frakcji wycieku wir wkowego oraz stosujjc metodf Western blot
z przeciwcia“ami wybranych bia“ek.

Zmiany udzia“u bia“ek frakcji wycieku wir wkowego wyznaczone

na podstawie SDS-PAGE

W sk“ad wycieku wir wkowego wchodzj przede wszystkim bia“ka sarkoplazma-
tyczne. Znajdujj sif w nim r wnie» bia“ka mio brylarne, w tym cytoszkieletowe,
kt re 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 mif-niowej wywo“anych zastosowanymi zabiegami poubojowymi
oraz procesami stf»enia poubojowego i nastfpujjcego po nim dojrzewania. Im
s“abiej sj one zwijzane ze strukturj mifsa, tym wifcej mo»na ich obserwowa¢
w wycieku, a zastosowana si“a od-rodkowa tylko wzmaga ten proces.

A C B
[kDa] ST 24h 6d 24h 6d 24h 6d Pasmo Biatka [kDa]
«— ~2400
250 —»
10 S S s @ +>— 148-153
100 —»
70—

35 —p

25 —»

15—»

10 —»

Rys. 6. Rozdzia“ elektroforetyczny bia“ek wycieku wirowkowego z mifsa sch“adzanego ze
zro»nicowanj szybkosci

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 odnoszj sif do bia“ek standardu. Strza“ki po prawej
stronie wskazujj 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 wir wkowym, kt ry otrzymano
{ wykonujjc oznaczenie wodoch“onno-ci { w wyniku odwirowania pr bki. Nato-
miast w literaturze charakteryzowane sj czf-ciej bia“ka sarkoplazmatyczne soku
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mif-niowego, kt ry powstaje naturalnie podczas przechowywania surowca mif-
snego ( elechowska i in., 2012; Przybylski i in., 2016) lub pozyskiwane z mifsa po
procesie ekstrakcji buforem o niskiej sile jonowej, a nastfpnie 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 wir wkowego w szerokim zakresie mas czjsteczko-
wych { od 2400 kDa do poni»ej 10 kDa (rys. 6, tab. 14). Uzyskany obraz »elu
w ca“ym zakresie mas czjsteczkowych jest zbie»ny z rozdzia“em elektroforetycz-
nym bia“ek wycieku wir wkowego przedstawionym przez Miko“ajczak i in. (2005a,
2005b) oraz Montowskj i in. (2009), a w przedziale 200{20 kDa do obrazu prezento-
wanego w pracy Di Luca i in. (2011). Natomiast w przedziale mas czjsteczkowych
od 200 kDa do 15 kDa jest podobny do pro lu bia“ek soku mif-niowego pozy-
skanego przez elechowskj i in. (2012) z surowego mifsa -wi« linii hybrydowej
neckar o zr »nicowanej jako-ci oraz z mifsa loszek dostfpnego w warunkach rze,,ni
komercyjnej, prezentowanego przez Pomponio i in. (2018).

We frakcji wycieku wir wkowego obserwowano charakterystyczne bia“ka sar-
koplazmatyczne, oznaczone odpowiednimi numerami analizowanych pasm: fosfo-
rylazf b (4), 6-fosfofruktokinazf (5), kinazf pirogronianowj (7), enolazf (8), ki-
nazf kreatynowj (9), aldolazf (10), dehydrogenazf aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(11) oraz mioglobinf (14), wystfpujjce r wnie» w soku mif-niowym z surowego
mifsa wieprzowego ( elechowska i in., 2012, Przybylski i in., 2016; Pomponio i in.,
2018), byd“a (Marino i in., 2014) i wielb“jd w (Magsood i in., 2018). Wymienione
bia“ka z wyjjtkiem mioglobiny oraz kinazy kreatynowej uczestniczjcej w kontr-
akcji aktyny i miozyny sj enzymami, kt re uczestniczj w procesie glikogenolizy
zachodzjcym w mif-niach po uboju.

W przypadku identy kacji technikj spektrometrii mas bia“ek rozdzielonych
przy wykorzystaniu elektroforezy jednokierunkowej (1DE) czy dwukierunkowej
(2DE) zwraca sif uwagf na dwa zjawiska. Pierwsze zwijzane jest z ekspresjj wielu
bia“ek stwierdzanj w jednym pa-mie/jednej plamie (Zapata i in., 2009; elechow-
ska i in., 2012). Z drugiej strony produkty degradacji bia“ek sj identy kowane
w kilku prj»kach/plamach charakteryzujjcych sif mniejszj masj czjsteczkowj
w por wnaniu z masj bia“ek, od kt rych pochodzj. Kilka bia“ek czy peptyd w by“o
obecnych w wifcej ni» jednym prij»ku prawdopodobnie ze wzglfdu na obecno-¢
wielu produkt w degradacji danego bia“ka, np. kinazy kreatynowej w 4 prij»kach
(Purintrapiban i in., 2001), kinazy pirogronianowej w 3 czy GAPDH w 3 pasmach
(Di Luca i in., 2011). Obecno-¢ “a«cuch w lekkich miozyny w pa-mie miozyny
(MHC) t“umaczono wzajemnym po“jczeniem tych bia“ek wijzaniami niekowalen-
cyjnymi (Zapata i in., 2009). Ponadto bia“ka o0 mniejszej masie czjsteczkowej prze-
mieszczajij sif czfsto razem z bia“kami o wifkszej masie.

W czasie przechowywania mifsa wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij
jako pierwsze na »elu pojawia“o sif pasmo o masie 2400 kDa, kt rego udzia“ by*
najmniejszy spo-r d wszystkich analizowanych bia“ek wycieku wir wkowego. Po
24 h jego ilo-¢ mie-ci“a sif w przedziale od 0,22% do 0,41% (tab. 14). W drugim
terminie analiz, tj. po 6 dniach, bia“ko to stawa“o sif wyra,nie widoczne na »elu,
a jego udzia“ wynosi“ od 0,74% do 1,17% (rys. 6, tab. 14). W przypadku mif-ni
B (0,15 C/min) i C (0,27 C/min) stwierdzono jego istotnie wifkszy udzia“ w dru-
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gim terminie analiz. Zwifkszy* sif on odpowiednio z 0,41% do 1,17% i z 0,22%
do 0,90%. Mifso B wych“adzane z szybko-cij po-rednij wyr »nia“o sif najwifk-
szym udzia“em bia“ek o najwifkszej masie. Na podstawie dwuczynnikowej analizy
wariacji wykazano istotny wp“yw czasu przechowywania na zmiany intensywno-ci
bia“ek 0 masie 2400 kDa (tab. 15).

Tabela 15. Wp“yw szybkosci wych“adzania (W), czasu przechowywania (T) oraz ich interakcji
na zmiany udzia“u bia“ek frakcji wycieku wirowkowego z mifsa

Table 15. In uence of cooling rate (W), storage time (T) and their interaction on changes in
the centrifugal drip protein fraction from meat

Pasmo Masa czjsteczkowa | Szybkosc wych“adzania | Czas przechowywania | Interakcja
Band Molecular weight Cooling rate Storage time Interaction
(kDa) w T w T
1 2400 NS i NS
2 148{153 NS flelel *x
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 a7 NS NS NS
10 42 NS NS NS
11 36{38 NS NS NS
12 30 NS Fkk 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 r wnie» istotnj ujemnj zale»no-¢ pomifdzy udzia“em pasma o ma-
sie 2400 kDa a wielko-cij wycieku wir wkowego i si“j cifciar = 0,78ir= 0,50
(p < 0,05) oraz dodatnij korelacjf r = 0,52 (p < 0,05) z ubytkami przechowalni-
czymi (tab. 16). W pierwszym terminie analiz dla wszystkich mif-ni sch*adzanych
z r »nj szybko-cij wykazano istotnj ujemnj korelacjf mifdzy udzia“em pasma
0 masie 2400 kDa a wielko-cij wycieku wir wkowego po 24 godzinach (r = 0,71;
p < 0,05) oraz krucho-cij mifsa po 2 i 6 dniach przechowywania (odpowiednio
r= 0,70ir= 0,55;p < 0,05) (tab. 17).

Wyniki bada« w"“asnych po 6 dniach sk*adowania w warunkach ch“odniczych
mifsa wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-cij (udokumentowane metodj We-
stern blot i opisane w nastfpnym podrozdziale) wskazujj na obecno-¢ w tym za-
kresie masy czjsteczkowej produkt w degradacji titiny. Tym samym mo»na suge-
rowa¢, »e zwijzane sj ze zmianami strukturalnymi w* kien mif-niowych podczas
dojrzewania. Podobnie Pomponio i in. (2018) obserwowali wystfpowanie we frak-
cji sarkoplazmatycznej bia“ek o masie powy»ej 250 kDa, jednak dopiero w drugim
tygodniu sk“adowania mifsa -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-
jice z hydrolizy bia“ek o wy»szej masie czjsteczkowej lub usieciowane bia*ka po
procesach utleniania (Estevez, 2011; Pomponio i in., 2018).
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Tabela 17. Wspo“czynniki korelacji pomifdzy udzia“em bia“ek wycieku wirowkowego po 24 h
i 6 dniach przechowywania a cechami jakosciowymi mifsa

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 Wartosc Ubytek prze- Ub)_/tek Wodo-

Pasmo i chowalniczy | termiczny ch“onnosc Kruchosc
Band cz.st;eczklowa pH Storage Thermal Centrifugal WBSF
N =15 Mv(\)/eeiurjmtar vg:je loss loss drip (N/cm?)
20T ("Dga) 20T 2(0?)' 2(02)' 2(%21 > dni
4 4 ni ni 4 ni
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 0o masie 148{153 kDa wzrasta“ istotnie wraz z wyd“u»eniem czasu
przechowywania w pr bach B i C wych*adzanych z wifkszij szybko-cij od warto-
-Ci 2,90% i 2,78% do poziomu odpowiednio 3,74% i 4,01% (tab. 14). W drugim
terminie bada« wykazano istotnie wifcej tego pasma w pr bach C (0,27 C/min)
w por wnaniu z mifsem A wych“adzanym najwolniej. W przypadku wszystkich
analizowanych pr b stwierdzono istotnj zale»no-¢ mifdzy 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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czjcymi analizy bia“ek wycieku wir wkowego z mifsa wieprzowego o zr »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 wystfpo-
wanie peptyd w pochodzjcych od amylo- -1,6-glukozydazy (ang. GDE glycogen
debranching enzyme) (179,823 kDa) (Montowska i in., 2009). W badaniach na
wo“owym mif-niu longissimus dorsi Yla-Ajos i Puolanne (2007) zwr cili uwagf
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¢ zwijzane r wnie» z bia“-
kami mio brylarnymi C i M lub stanowi¢ produkty ich degradacji. Biatka C i M
regulujj proces skurczu i wp“ywajj na zmianf d“ugo-ci lamentu miozynowego
oraz interakcjf mifdzy aktynj i miozynj (Asghar i in., 1985; Sawdy i in., 2004).
Uwalnianie bia“ka C mo»e zatem prowadzi¢ do rozlu,,nienia lament w miozyno-
wych, zwifkszenia ilo-ci grup dostfpnych na tych lamentach i w konsekwencji
powodowa¢ polepszenie WHC. W przeprowadzonym do-wiadczeniu wykazano, »e
wifkszy udzia“ bia"ka 0 masie 148{153 kDa zwijzany by" z lepszj wodoch“onno-cij
mifsar = 0,81 (p < 0,05) (tab. 16).

Pasmo o masie 90{95 kDa stanowi dobrze opisana w literaturze fosforylaza
b (PHDb). Jest to enzym klasy transferaz uczestniczjcy w procesie glikogenolizy.
PHb uwalnia glukozf z glikogenu, tworzjc glukozo-1-fosforan (Fischer i in., 1978).
Ko«cowym produktem aktywno-ci PHb i heksokinazy jest glukozo-6-fosforan. We-
d“ug Melendez i in. (1997) oko“o 34,6% czjsteczek glikogenu jest bezpo-rednio po-
datnych na degradacjf przez fosforylazf. Dodatkowo wyniki bada« Yla-Ajos i in.
(2006, 2007) wykaza"y, »e na aktywno-¢ fosforylazy i enzymu rozga“fziajjcego gli-
kogen wp“ywajij gatunek zwierzijt, rodzaj mif-ni oraz genotyp i kszta“tujj one
ko«cowe pH mifsa. W pierwszym terminie analiz udzia® fosforylazy wynosi* od
6,77% w mifsie A wych“adzanym najwolniej do 6,84% w pr bie B (0,15 C/min).
Wyd“u»enie czasu przechowywania wijza“o sif 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 pr b wych“adzanych ze zr »nico-
wanj szybko-cij wykazano dodatnij korelacjf mifdzy wystfpowaniem fosforylazy
b a krucho-cij mifsa r = 0,37 (p < 0,05) (tab. 16).

Otrzymane rezultaty sj zgodne z danymi literaturowymi, wskazujjcymi na
niewielkie zmiany udzia“u fosforylazy w mifsie o zr »nicowanej jako-ci, tj. nor-
malnym, wodnistym i kwa-nym ( elechowska i in., 2012) oraz podczas przecho-
wywania mifsa -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 wifkszy udzia“ tego bia“ka
w mif-niach wodnistych (PSE) w por wnaniu z mifsem kwa-nym (Miko“ajczak
i in., 2005b). Wyniki bada« Pietrzaka i in. (1997) udowodni“y wytrjcanie fosfory-
lazy sarkoplazmatycznej na bia“kach mio brylarnych, kt re by“o odpowiedzialne
za zmniejszonj rozpuszczalno-¢ miozyny w mifsie indyk w. Ponadto Alvarado
i Sams (2004) analizujjc wp“yw szybko-ci ch“odzenia sugerowali, »e powy»sze zja-
wisko mo»e s“u»y¢ jako wska,,nik denaturacji bia“ek mif-ni indyk w i dodatkowo
powodowa¢ zmniejszenie zdolno-ci zatrzymywania wody i siy »elowania. Bada-
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nia przeprowadzone przez Alvarado i Sams (2004) wskaza"y, »e istnieje zwijzek
mifdzy czasem i temperaturj sch“adzania a denaturacjj bia“ek. Kondycjonowanie
immersyjne w temperaturze 30 C przez 45 i 90 min skutkowa“o wystfpowaniem
mifsa PSE, a efekt obni»onej jako-ci wydawa"“ sif zwijzany ze zmniejszeniem roz-
puszczalno-ci fosforylazy. Stjd w celu zapobiegania problemom zwijzanym z niskj
jako-cij mifsa zalecane by“o szybkie ch“odzenie tusz indyk w we wczesnym okre-
sie pm (Alvarado i Sams, 2004). Fosforylazf traktowano r wnie» jako kluczowy
marker, kt ry mo»e wskazywa¢ na denaturacjf bia“ek i obecno-¢ mifsa PSE -wi«
(Fischer i in., 1979; Zhu i in., 2013) oraz mif-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* wnym czynnikiem warunkuj -
cym zmieniony metabolizm w mif-niach typu PSE. Dodatkowo Boles i in. (1992)
oraz Bjarnad ttir i in. (2010) wykazali, »e wysoka temperatura przy obni»onej
warto-ci pH powodowa“a denaturacjf bia“ek, kt rej skutkiem by“o obni»enie roz-
puszczalno-ci, bfdjce wynikiem ich agregacji i wytrjcania na mio brylach. Laville
i in. (2009a) zasugerowali, »e mody kacja rozpuszczalno-ci niekt rych enzym w
mo»e by¢ zwijzana z ich podatno-cij na utlenianie. W mifsie wych“adzanym ze
zr »nicowanj szybko-cij takie zjawiska r wnie» mog“y wystfpowa¢, prowadzjc do
istotnie mniejszej wodoch“onno-ci oznaczonej na podstawie wielko-ci wycieku wi-
r wkowego mifsa C wych“adzanego najszybciej.

Badania w“asne, chocia» nie wskazujj na istotne zmiany udzia“u pasma nr 7
( 56 kDa) opisywanego na podstawie ,,r de“ 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 mifsa na jego intensywno-¢. Ponadto stwierdzono istotnj

zale»no-¢ pomifdzy jego udzia“em a warto-cij pH (r = 0,50; p < 0,05) oraz
wodoch“onno-cij i krucho-cij mifsa (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" sif w czasie przechowywania do 12,00% (tab. 14). Chocia» w prezentowanym
do-wiadczeniu nie obserwowano zmian udzia“u kinazy kreatynowej mifdzy pr -
bami wych“adzanymi ze zr »nicowanj szybko-cij, wcze-niejsze badania wykaza“y
jej istotnie wifkszy udzia“ w mifsie -wi« normalnej jako-ci (RFN) w por wnaniu
z RFN-s o spowolnionej glikolizie (Montowska i in., 2009). W przypadku wszyst-
kich pr b analizowanych po 48 h i 6 dniach stwierdzono istotnj korelacjf mifdzy
udzia“em pasma 9 a krucho-cij mifsa r = 0,62 (p < 0,05) (tab. 16). Wyniki te
Sij zbie»ne z danymi uzyskanymi z analizy kanonicznej (Cr = 0,8158; p < 0,05)
prezentowanymi przez Montowskj i in. (2009). Natomiast po 6 dniach potwier-
dzono istotnj zale»no-¢ r = 0,60 (p < 0,05) (tab. 17) pomifdzy udzia“em kinazy
kreatynowej a wielko-cij ubytk w termicznych, wykazanj r wnie» na podstawie
analizy kanonicznej (Cr = 0,8507; p < 0,05) (Montowska i in., 2009). Van de
Wiel i Zhang (2007) zaobserwowali wy»szj zawarto-¢ kinazy kreatynowej (CK)
w mifsie 0 ni»xszym pH. Postawili oni hipotezf, »e wysoka zawarto-¢ kinazy kre-
atynowej powoduje szybkj degradacjf fosforanu kreatyny (CP) i przyspiesza gliko-
lizf, co z kolei mo»e przyczyni¢ sif do szybszego spadku warto-ci pH oraz skurczu
mif-ni. W konsekwencji obserwowana by“a ich ni»sza wodoch“onno-¢, okre-lona
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na podstawie wifkszych ubytk w soku mif-niowego. Fosforan kreatyny dyfunduje
z mitochondri w do mio bryli, gdzie zapewnia energif do skurczu mif-ni.

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

Badania Okumury i in. (2003) wykaza"y zwijzek mifdzy degradacjj GAPDH
a zmianami smakowito-ci, zapachu i krucho-ci mifsa wieprzowego w czasie 20-
-dniowego przechowywania w temp. 4 C. R wnie» 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 postfpujjcej poubojowej proteolizy mifsa -wi« rasy landrace
oraz czarnej korea«skiej. Dowiedziono, »e proteoliza bia“ek jest zale»na od typu
w" kien, kt ry ma znaczenie dla uk“adu enzym w proteolitycznych (Park i in.,
2007). Wcze-niejsze badania oceny zmian bia“ek wycieku wir wkowego pochodzj-
cego z mifsa -wi« 0 zr »nicowanej jako-ci wykaza"y, »e udzia® pasma o masie
czjsteczkowej odpowiadajjcej GAPDH wyra,nie zmniejsza“ sif po 2 tygodniach
sk*adowania w warunkach ch*odniczych (Miko“ajczak i in., 2005a). Podobne rezul-
taty otrzymali Pomponio i in. (2018). W mif-niach -wi« po pierwszym tygodniu
przechowywania zar wno w temp. 2,5 C, jak i 1 C obserwowali oni znacznie
s“absze pasmo GAPDH.

Badania przeprowadzone przez Kwasiborskiego i in. (2008) na mif-niu najd“u»-
szym Ifd,wi -wi« pochodzijcych z krzy» wki large white  landrace wykaza"y, »e
GAPDH i albumina korelowa"y z wczesnopoubojowj zmianj temperatury mif-ni.
Na tym etapie przemian reakcje glikolityczne sj egzotermiczne i w zwijzku z tym
przyczyniajj sif do wzrostu temperatury mif-ni bezpo-rednio po uboju. Dotyczy
to szczeg Inie zwierzjt, kt re za »ycia by"y bardzo aktywne zycznie lub mia‘y
wifkszy udzia“ w* kien mif-niowych o metabolizmie glikolitycznym. Ich metabo-
lizm jest szybszy, poniewa» intensywniej zachodzj reakcje glikolityczne, wzrasta
tak»e poziom GAPDH w ich w* knach (Kwasiborski i in., 2008).

Poni»ej wyra,nego pri»ka nr 14 charakterystycznego dla mioglobiny (ok.
17 kDa), obserwowano pasmo 15, kt rego masa czjsteczkowa wynosi“a 13{14 kDa.
Jego udzia“ po 24 h wynosi* od 1,94% w mif-niach wych“adzanych najwolniej
do 2,28% w pr bach C (0,27 C/min). Po 6 dniach przechowywania intensywno-¢
tego bia“ka istotnie r »nicowa“a mif-nie A (1,95%) i B (2,51%). Po 24 h wyka-
zano istotnj dodatnij korelacjf pomifdzy udzia“em tego pasma a krucho-cij mifsa
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 czjsteczkowej, poni»ej mioglobiny cechowa“o sif istotnie
wifkszj intensywno-cij w mifsie PSE i kwa-nym w por wnaniu z RFN. Przy wy-
korzystaniu analizy technikj spektrometrii mas cytowani autorzy wykazali, »e na
pasmo to sk“ada“y sif “axcuchy B lub D hemoglobiny oraz bia“ko wij»jce kwasy
t“uszczowe (fatty acid-binding protein, FABP) ( elechowska i in., 2012). Sayd i in.
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(2006) w ekstrakcie bia“ek mif-niowych, a elechowska i in. (2012) w soku mif-
-niowym wyznaczyli zale»no-¢ pomifdzy FABP i jasno-cij barwy (L*).

Robert i in. (1999) wykazali, »e po inkubacji mio bryli z protesomem 20S
(otrzymanym z wijtroby bydlfcej w temp. 37 C przez 24 h) pri»ek -aktyniny
zanika“ we frakcji mio brylarnej, natomiast jego pojawienie sif w supernatan-
cie potwierdzono technikj Western blot. Ponadto wykazano, »e multikatalityczna
proteaza 20S przyczynia sif w r »nym stopniu do hydrolizy bia“ek mio brylar-
nych nawet o du»ej masie czjsteczkowej, takich jak miozyna, lamina, aktyna
i troponina-T (Robert i in., 1999). Mo»na sugerowat, »e pojawiajijce sif we frakcji
wycieku wir wkowego pasmo 3 jest podobne do obserwowanej we frakcji sarko-
plazmatycznej -aktyniny po inkubacji z proteasomem. Prawdopodobnie mo»e to
-wiadczy¢ o udziale tej grupy enzym w w proteolizie bia“ek mifsa, ich uwalnianiu
i przemieszczaniu sif (podczas analizy zwijzanej z uzyskaniem wycieku wir wko-
wego), a tak»e 0 rozpuszczalno-ci. Zakres zmian w wyniku tego procesu zale»a"
od szybko-ci wych*adzania (tab. 14). W wyniku hydrolizy -aktynina, kt ra jest
g“ wnym sk“adnikiem linii Z, zniknf“a prawie ca“kowicie we frakcji mio brylarnej
i pojawi“a sif w supernatancie. wiadczy to prawdopodobnie o zmianach w struk-
turze linii Z mio bryli oraz mody kacji oddzia“ywania mifdzy miozynj i aktynj
(miozyny z linij Z).

Proteoliza jest wynikiem synergicznego dzia“ania r »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“ajj kalpainy aktywowane jonami wapnia
Ca*?, a nastfpnie enzymy lizosomalne. R »ni autorzy (Davies i Goldberg, 1987;
Wenzel i Baumeister, 1993) wykazali r wnie», »e proteasom 20S bardziej wydaj-
nie hydrolizuje utlenione lub czf-ciowo zdenaturowane bia“ka. Kalpainy mogj ini-
cjowa¢ rozerwanie i destabilizacjf struktur mio brylarnych, powodujjc czf-ciowe
uwalnianie i denaturacjf 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 kt rych zmierzono ak-
tywno-¢ enzym w lizosomalnych (Ertbjerg i in., 1999; Wu i in., 1981) wskazuji,
»e katepsyny sj skutecznie uwalniane z lizosom w pm. Inkubacja mio bryli z ka-
tepsynj B i L spowodowa“a degradacjf bia“ek mio brylarnych (Baron i in., 2004;
Mikami i in., 1987). Zmiany bia“ek zachodzjce w mif-niach po uboju majj cha-
rakter wielop“aszczyznowy i wieloetapowy. Z jednej strony ich proteoliza zwijzana
jest z aktywno-cij enzym w zale»nj od temperatury, warto-ci pH czy obecno-ci jo-
n w wapnia. Z drugiej strony kreowana jest przez wzajemne oddzia“ywanie bia“ek
tworzjcych strukturf cytoszkieletu.

Spo-r d 16 analizowanych pasm bia“ek frakcji wycieku wir wkowego na pod-
stawie wsp “czynnik w korelacji wybrano potencjalne bia“ka kandydujjce jako
wska,,niki jako-ci mifsa. Wyznaczono trzy pasma 1, 5i 7, kt rych zmiany udzia“u
by“y skorelowane zar wno z niekt rymi cechami jako-ciowymi: warto-cij pH, ilo-
-cij glikogenu, kwasu mlekowego, jak r wnie» z ubytkami przechowalniczymi oraz
wodoch“onno-cij i/lub krucho-cij mifsa wych“adzanego ze zr »nicowanj szybko-
-cij (tab. 16). Natomiast dla pasm 2 i 12 wyznaczono istotnj zale»no-¢ mifdzy
ich udzia“em a wodoch“onno-cij mifsa. W przypadku pasma 3 stwierdzono jego
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korelacj! z kruchozcij. Wymienione wy»ej pasma poddano anlkizie sk®adowych
g2éwnych (PCA) (rys. 7).

Projekcja PCA analizy bia®ek frakcji wycieku wirbwkowego nijsa wych?®a-
dzanego ze zré»nicowan; szybkozxcij w uk®adzie dwoch pieragch sk®adowych
(PC 1 =46,04% i PC 2 = 21,68%) odpowiedzialnych za ponad 67% zmennozci
cech charakteryzujjcych mijso wych®adzane ze zré»nicowgnszybkoz*cij zosta?a
przedstawiona na rys. 7. Pierwsza sk®dowa zwijzana jest zasem, pasmem 1, 2,
5112, adruga z pasmem 7 i 3. Przeciwne po®o»enie wektorow pas i 12 twiadczy
o korelacji ujemnej. Na wykresie mo»na wyodribni¢ grupowarie prob analizowa-
nych po 6 dniach przechowywania, natomiast nie obserwowangrupowania prob
ré»nijcych si} szybkozcij wych®adzania. Na podstawie zadedw zmiennozci wspél-
nej, uwzglidniajic tylko dwie pierwsze sk®adowe, wykazang »e wyjatniajj one
wariancj} zmiennych czas, pasmo 1 i 2 odpowiednio w 75%, 81%79%.

Rys. 7. Analiza sk®adowych gdbwnych (PC 1 i PC 2) wybranych pasm Bk wycieku
wipwkowego z mijsa wych®adzanego z p»nj szybkacij

a) wykres wsm?rzjdnych wsm?czynnika zmienncsci, b) wires wsm?rzjdnych wsmpaczynnika
w przypadku mijsa wych®dzanego ze zo»nicowanj szybkdac 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 pratebands of centrifugal
drip from meat cooled at di erent rates

a) graph of coordinates of the coe cient of variation, b) grgph 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

Podsumowujjc, wyciek wiréwkowy jest dobrym r6d®em nie tylko bia%ek
sarkoplazmatycznych, ale réwnie» mio brylarnych, i odzwierciedla zmiany za-
chodzijce podczas dojrzewania poubojowego mijsa wych®admago ze zré»nico-
wanj szybkozcij. Pasma 1, 2, 3, 5, 7 i 12 reprezentujjce bia% wycieku wi-
réwkowego, pojawiajjce sij na »elu w kolejnoxci od najwilkgej do najmniejszej
masy czjsteczkowej { takie jak titina T2 i produkty degradacii titiny T1 (1),
amylo- -1,6-glukozydaza (2), niezidenty kowane pasmo bezpozredo nad fosfo-
rylazj b (3), 6-fosfofruktokinaza (5), kinaza pirogronianowa (7), dehydrogenaza







































































































































































































































