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Impact of post mortem aging of pork on changes in the isoelectric point of the proteins and tenderness

Summary

The aim of the study was to evaluate the post mortem proteolysis of centrifugal drip protein derived from
pork. The varied course of the process of meat tenderization in muscles using the isoelectric focusing (IEF)
technique was observed. The experimental material was the longissimus lumborum et thoracis muscle excised
from 24 pigs of known origin, breeding and rearing conditions. Meat of normal quality (RFN) was examined in
this study. On the basis of shear force values, the experimental muscles were divided into 4 groups of different
courses of tenderization: A — meat remaining tough during the entire 6-day period of post-slaughter changes;
B — meat characterized by a typical tenderization process, i.e. tough 48 h after slaughter and tender after
6 days of storage; C — tender or relatively tender meat on both dates of examination; D — meat which was the
toughest 48 hours after slaughter and the most tender 144 hours after slaughter. Proteins for electrophoretic
analysis on the agarose gel of the centrifugal drip fraction were submitted after 48 h and 144 h post mortem.
The separation of the proteins was performed in a horizontal layout, using an FBE-3000 apparatus and an
ECPS power pack (Pharmacia). On every path of the proteins separation, four ranges of pH value were
evaluated, namely: 4.0 + 6.0 pL, 6.1 ~ 7.2 pI, 7.3 + 7.7 pI and > 7.7 pl. Meat tenderness on the second day after
slaughter was influenced by proteins, in which their pI was in the range of 6.1 ~ 7.2 and 4.0 + 6.0. From the
evaluation which was carried out in the immunoblotting analysis of proteins using troponin T (9D) antibodies
it was demonstrated that 48 h after slaughtering the most intense reactions were observed in the range of pl
of 5.5 + 5.9, which is the pH range corresponding to the isoelectric point of troponin T. However, after 144 h
post mortem the most intense reaction was demonstrated in the range of plI of 6.1+ 7.7. This indicates the
breakdown of troponin T and an increase of the number of degradation products of this protein occurring
while the meat tenderization process progresses. The degradation products of troponin T identified by IEF can
be an indicator of meat tenderization.
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Poubojowa proteolize biatek migsniowych i sarko-
plazmatycznych mozna obserwowaé, wykorzystujac
techniki elektroforetyczne (2, 15-17). Jedng z nich
jest ogniskowanie izoelektryczne (IEF — isoelectric
focusing), ktore pozwala na wyznaczanie punktow
izoelektrycznych (pl) biatek (14). Punkt izoelektryczny
jest definiowany jako warto$¢ pH, przy ktorej wypad-
kowy tadunek czasteczki jest rowny zero. W miejscu
pH = pl bialko zatrzymuje si¢ i1 jest widoczne po
wybarwieniu zelu. W punkcie tym biatka charakte-
ryzuja si¢ najmniejsza rozpuszczalnoscia, lepkoscia
iruchliwoscig oraz maksymalng predkos$cia koagulacji
1 krystalizacji (22, 24). Ogniskowanie izoelektryczne
odbywa si¢ na no$niku, w ktorym wartos¢ pH zmienia
si¢ w zakresie limitowanym zastosowanym amfolitem
W sposob ciggly, od warto$ci najwyzszej przy katodzie,

do najnizszej przy anodzie. Amfoteryczne substancje,
do ktorych zalicza si¢ biatka, migruja w polu elek-
trycznym w kierunku przeciwnym ich fadunkowi.
Zatrzymuja si¢ w miejscu, w ktorym pH jest roOwne
ich pI (14, 21).

Zwykle procesy kruszenia mi¢sa charakteryzuje sie,
zwracajac uwage na degradacje¢ biatek. W niniejszych
badaniach przemiany te przeanalizowano, biorac pod
uwagg pl biatek. Do tego celu wykorzystano metode
IEF. Proces kruszenia obserwowano w mig¢sniach, kto-
re r0znily si¢ dynamika tego procesu. Wyodrgbniono
grupe, w ktorej migso $win bylo kruche juz po 2 dobach
przechowywania w chtodni, co jest zjawiskiem rzad-
kim, oraz takie, w ktérych proces jest typowy 1 migso
jest kruche dopiero po 6 dobach. Osobng grupe sta-
nowity mig$nie, ktére nawet po 6 dniach byty twarde.
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Celem badan bylo okreslenie zmian udziatu bia-
tek wycieku wirowkowego, pochodzacych z migéni
o zréznicowanym przebiegu kruszenia, na podstawie
analizy ogniskowania izoelektrycznego.

Material i metody

Badania przeprowadzono na mig¢$niu najdtuzszym klatki
piersiowej i ledzwi (m. longissimus thoracis et lumborum)
pochodzacym od 24 $swin, ktore wyselekcjonowano spo-
srod 165 sztuk. Uboj przeprowadzono po osiggni¢ciu przez
zwierzeta masy okoto 110 kg, w standardowych warunkach,
w zaktadzie migsnym. Do badan pobierano mi¢so normal-
nej jakosci (RFN), ktére oceniano na podstawie pomiaru
wartosci pH po 45 minutach (pH, ) 1 po 24 godzinach (pH,)
oraz przewodnosci elektrycznej mierzonej w czasie 1,5 h
(PE1) i1 24 h (PE2) na lewej poltuszy.

Badany migsien, wycigty z tuszy po jej wychlodzeniu,
dzielono na porcje, pakowano prézniowo do workéw po-
liamidowo-polietylenowych, a nastepnie przechowywano
w temp. 2-4°C przez 48 godzin i 144 godziny od momentu
uboju. W wymienionych terminach mig$nie wyjmowano
z opakowan i przygotowywano do rozdziatu biatek za
pomoca ogniskowania izoelektrycznego. Biatka wycieku
wirdwkowego otrzymano w wyniku odwirowania 6 g roz-
drobnionej tkanki migsniowej na wirdwce typu Sigma 3K30
przez 20 minut, przy obrotach 15 000 x g w temperaturze
2°C (9). W celu oceny krucho$ci migsa przygotowywano
jego plastry o grubosci 2 cm, ktére ogrzewano w piecu
konwekcyjnym typu Rational Combi w temperaturze
160°C przez okoto 15 minut, az do uzyskania w centrum
geometrycznym probki 72°C (7). Probki poddano dziataniu
sily tnacej skierowanej prostopadle do kierunku przebiegu
wldkien. Pomiaru dokonano na aparacie Instron 1140 wy-
posazonym w przystawke Warnera-Bratzlera (3). Zastoso-
wano nastepujace parametry pomiaru: szybkos¢ trawersy
500 mm/min., zakres roboczy 200 mm, gtowica 200 N.
Na podstawie pomiaru maksymalnej sity ciecia dokonano
klasyfikacji miesni do czterech grup o ré6znym przebiegu
procesu kruszenia, tj.: A—migso twarde przez caly czas ob-
serwacji zmian poubojowych, B — o normalnym przebiegu
kruszenia, tj. twarde po 48 h od uboju i kruche po 6 dniach
sktadowania, C — kruche w obydwu badanych terminach,
D — o duzej twardosci (powyzej 90 N/cm?) w terminie 48 h
i bardzo kruche (ponizej 30 N/cm?) po 144 h przechowy-
wania. Za migso twarde uznano takie, dla ktérego war-

Tab. 1. Wplyw czasu przechowywania na krucho$¢ miesa (sita
ciecia N/cm?; n = 24)

Czas
Grupa
48 h 144 h
A 73,34% £ 14,14 61,31% £ 6,50
B 69,30% + 8,50 35,19% + 5,82
(H 39,42% + 3,93 35,824+ 4,20
D 92,92 + 9,23 28,70" + 2,80

Objasnienia: A, B — wartosci §rednie oznaczone réznymi duzymi
literami r6znia si¢ istotnie statystycznie (p <0,05) w danym czasie
wzgledem grupy; a, b — warto$ci Srednie oznaczone réznymi ma-
tymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05) w danej
grupie wzgledem czasu
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to$¢ maksymalnej sity cigcia wynosita powyzej 60 N/cm?
a bardzo twarde — > 90 N/cm?, natomiast migso kruche
charakteryzowato si¢ wartos$cia tego parametru ponizej 45
N/em? i bardzo kruche < 30 N/cm? (tab. 1).

Ogniskowanie izoelektryczne (IEF). Przeprowadzono
je na zelu agarozowym, ktorego sktad stanowity 1,2 g aga-
rozy (Agarose for IEF, Serva), 0,8 g D-sorbitolu i 300 ul
amfolitu (Servalyte 3-10 pH, Serva). Zawartos¢ biatka
w 10 pL proby wyznaczono przy uzyciu 2-D Quant Kit
(GE Healthcare Bio-Sciences). Na kazda $ciezke nanie-
siono 4 ng biatka. Rozdziat bialek wykonano na aparacie
FBE — 3000 do prowadzenia elektroforezy poziomej oraz
zasilacza ECPS firmy Pharmacia. Elektroforeze prowa-
dzono przez 1,5 godziny, stosujac nastepujace parametry
pradu: napiecie — 120 V, natgzenie — 15 mA, moc — 2 W.
Po zakonczeniu rozdziatu zel utrwalano 10% roztworem
TCA oraz barwiono i odbarwiano w celu uwidocznienia
rozdzielonych biatek (20).

Identyfikacji troponiny T dokonano za pomocg metody
immunoblottingu zgodnie z procedura podang przez Fritza
i Greasera (5). Zastosowano przeciwciato monoklonalne
antytroponiny T (9D), pozwalajace na identyfikacje tego
biatka oraz produktoéw jego degradacji. Przeciwciato pocho-
dzito z Laboratorium Nauk o Migsie i Biologii Migsnia Uni-
wersytetu Wisconsin-Madison w Stanach Zjednoczonych.

Oceng rozdziatu biatek uwzgledniajaca ich pl przeprowa-
dzono komputerowo, za pomocg programu Image Master®
1D v 4.0. Analizowano poszczegodlne $ciezki rozdziatu,
wyznaczajac udziat rozdzielonych biatek w badanych za-
kresach warto$ci pH punktu izoelektrycznego. Wielkos¢
powierzchni pasma uzyskanego w wyniku rozdziatu w sto-
sunku do wielko$ci powierzchni wszystkich prazkow roz-
dzielonych na Zelu odpowiadata udziatowi danego bialka.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw polegata na
wyliczeniu warto$ci $redniej i odchylenia standardowego.
Oceng istotnosci wptywu badanego czynnika (czasu lub gru-
py procesu kruszenia) na analizowany parametr przeprowa-
dzono, wykorzystujac jednoczynnikowg analize wariancji
(ANOVA). Oceng wspoétzalezno$ci udziatu biatek wycie-
ku wirowkowego 1 warto$ci sity cigcia przeprowadzono
obliczajac wspotczynniki korelacji liniowej (r-Pearsona).
Obliczenia statystyczne wykonano w programie Statistica
10.0 PL (23).

Wyniki i oméwienie

Na kazdej $ciezce rozdziatu biatek wydzielono 4
zakresy pl: pierwszy: 4,5+6,0 pl, drugi: 6,1+7,2 pl,
trzeci: 7,3+7,7 pl oraz czwarty: > 7,7 pl, w ktorych
obserwowano istotne zmiany udziatu biatek w zalez-
nosci od analizowanego modelu kruszenia i1 czasu,
jaki uptynat od momentu uboju. Uzyskane rezultaty
przedstawiono w tab. 2 oraz naryc. 1.

Ilo$¢ biatek pierwszego zakresu (4,0+6,0 pl) z re-
guly wzrastala w czasie przechowywania mig¢sa wraz
z postgpujacym procesem kruszenia (tab. 2). W oma-
wianym zakresie prawdopodobne jest wystapienie
nastepujacych biatek: desminy (a-desmina pl = 5,65;
B-desmina pl = 5,7), troponiny C pl = 4,1, troponiny
I pI = 5,5, a-aktyniny pl = 5,6, aktomiozyny (pl =
5,2-5,4) (1, 18) oraz troponiny T — pl = 5,99 (16).
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Tab. 2. Wplyw czasu przechowywania na udzial bialek wycieku wiré6wkowego
z miesa o zréznicowanym przebiegu procesu kruszenia w wyznaczonych za-

kresach pI (n =24)
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Obserwacje wielu autoréw (4, 6, 12,
13, 25, 26) wskazuja, ze bialka te sa
degradowane przez szereg enzymow

proteolitycznych, takich jak: p-kalpa-
D ina (troponina I, desmina), m-kalpaina

(troponina I, desmina), katepsyna D
1 L (a-aktynina, troponina I, desmina)
1 katepsyna B (a-aktynina, troponi-
na I i C, desmina). Powyzsze moze
powodowac ostabienie struktury
sarkomeru i prowadzi¢ do kruszenia
migsa. W grupie C charakteryzujacej
si¢ najlepsza kruchoscig po 48 godzi-
nach juz w pierwszym terminie badan
obserwowano statystycznie istotnie
najwiekszy udziat biatek o pl w prze-

Zakres pl biatek Grupa
wycieku wirdwkowego A B ©
48 h
4,0-6,0 pl 19,55% £2,43 | 19,34*2+248 | 26,64° +2,51 19,99% + 2,48
6,1-7,2 pl 32,38 +1,80 28,69%+ 1,88 22,97 +2,65 | 29,07% +4,03
7,3-1,7pl 13,36% +£1,53 | 11,05 +£1,60 | 18,23% +2,48 | 16,61®+0,94
>7,7pl 34,68% +1,98 | 40,57% = 3,01 36,47 +3,44 | 30,74"x1,48
144 h
4,0-6,0 pl 24,64> +2,49 24,32" +1,90 24,85* +2,16 25,15 +8,33
6,1-7,2 pl 32,75% +6,29 | 23,92 +3,20 | 25,36" +£2,89 | 24,29 + 8,60
7,3-1,7pl 14,83%2+3,78 | 16,88%+1,77 | 15,77 +£254 | 13,41%+2,96
>7,7pl 27,48 +4,38 | 34,80% 1,37 | 34,07 £1,67 | 31,03%+5,50

Objasnienia: A, B — wartosci $rednie w wierszach oznaczone rc’)Znymi duzymi lite-
rami r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05) w danym czasie wzgle;dem grupy;
a, b — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone r6znymi matymi literami r6znig si¢

istotnie statystycznie (p < 0,05) w danej grupie wzgledem czasu

1
I

Rye. 1. Ogniskowanie izoelektryczne (IEF) bialek wycieku
wiréwkowego pochodzacego z miesa o zréznicowanym prze-
biegu kruszenia

Objasnienia: A —migso twarde, B —mig¢so o normalnym przebie-
gu kruszenia, C — migso kruche, D — migso bardzo twarde 48 h
i kruche 144 h po uboju. Proby: 1 —48 h,2 — 144 h

3,5pl
4,0 pl

Rl

6,0 pI
7,2 pl

!

7.7pl

9,5 pl

3,5pl
4,0 pI

T

6,0 pI
7,2 pl

il

7,7pl

9,5 pl

dziale wartosci pH 4,0+-6,0 (tab. 2). Ich
udzial w tej grupie wynosit 26,64%,
natomiast w mig¢$niach twardych po-
zostalych grup miescit si¢ w przedziale
19,34%+19,99%. Przeprowadzona
analiza korelacji liniowej dla wszystkich badanych
grup wykazata ujemna zalezno$¢ pomigdzy iloscia
biatek o pI w zakresie 4,0+6,0 pH a kruchoscig migsa
mierzong instrumentalnie po 48 h (r=-0,65; p <0,05),
zatem wzrost udziatu biatek w omawianym przedziale
pl byt istotnie zwigzany ze zmniejszeniem wartosci
sily cigcia, czyli polepszeniem kruchosci. Po 6 dniach
przechowywania we wszystkich grupach migsa udziat
tych biatek byt wyréwnany 1 wahat si¢ od 24,32% do
25,15%, przyjmujac wielko$ci najwigksze dla migsa
z grupy D, ktore charakteryzowalo si¢ najnizszg sita
cigcia w tym terminie.

Udziat biatek z zakresu 6,1+7,2 pl w wycieku
wirowkowym pozyskanym 48 godzin po uboju byt
najmniejszy (p < 0,05) w grupie C (22,97%) w po-
rownaniu do ich ilo$ci w pozostatych grupach (tab. 2).
Wydtuzenie czasu sktadowania migsa wptyneto na
zmniejszenie udziatu bialek omawianego zakresu
w wycieku pochodzacym z migéni, ktore ulegaty kru-
szeniu z grupy B 1 D (odpowiednio: 23,92% 124,29%).
Czas, jaki uptynatl od uboju, nie wplynal na ich zawar-
tos¢ w wycieku grupy A. Natomiast w grupie C udziat
bialek w zakresie 6,1+7,2 pl nieznacznie si¢ zwigkszyt
(tab. 2). Powyzsze dowodzi, ze przechowywanie
1zwigzany z nim proces dojrzewania mi¢sa prowadzity
do zmniejszenia udziatu bialek w tym przedziale pH.
Analiza korelacji wykazata istotng, ale stosunkowo
niska, zalezno$¢ pomiedzy udziatem biatek o pl w za-
kresie 6,1+7,2 obserwowanym na zelu 48 godzin od
momentu uboju a sitg cigcia mig¢sa oznaczong po 48 h
1 144 h (odpowiednio: r = 0,57 i r = 0,48; p < 0,05).
Powyzsze wskazuje jednak, ze wielko$¢ udziatu biatek
o pl 6,1+7,2 w wycieku wirowkowym moze by¢ zwig-
zana z kruchos$cig migsa. Ciekawy jest fakt, ze western
blotting z zastosowaniem przeciwciala antytroponi-
ny T (ryc. 2) wykazal wyrazny wzrost udziatu pasm
biatek o punkcie izoelektrycznym w zakresie 6,1+7,2



Med. Weter. 2016, 72 (7), 458-462

wartosci pH wraz z postepujacym dojrzewaniem mig-
sa. Pojawianie si¢ produktow degradacji troponiny T
wskazuje na zaawansowany proces kruszenia migsa
(8, 19).

[los¢ biatek wycieku wirowkowego o pl w przedzia-
le 7,3+7,7 wahata si¢ w granicach 11,05% + 18,23%
(tab. 2). Ich najwigkszy udziat obserwowano w wycie-
ku pochodzacym z migsa kruchego (grupa C) po 48
godzinach od uboju (tab. 2). W wycieku wirowkowym
zmigséni twardych (A) obserwowano niewielki wzrost
udziatu tych bialek w czasie przechowywania. W wy-
ciekach pochodzacych z grup C i D wydtuzenie czasu
przechowywania przyczynito si¢ do istotnego zmniej-
szenia udzialu pasm omawianych bialek. W grupie B
natomiast obserwowano sytuacj¢ odwrotng. Powyzsze
wskazuje, ze udziat biatek w przedziale pl 7,3+7,7 nie
odzwierciedla w pelni zmian, jakie zachodzg podczas
kruszenia mig¢sa.

W ostatnim wyznaczonym zakresie pl > 7,7 nastepo-
wato z reguty zmniejszenie udziatu biatek wraz z upty-
wem czasu przechowywania. Po 48 h od uboju ich
ilo$¢ miescita si¢ w granicach od 30,74% do 40,57%.
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze naj-
wiekszy udziat tych biatek byt w wycieku pochodza-
cym z migsni grupy B —40,57%. Natomiast najmniej
byto go w grupach, do ktorych nalezato migso twarde
A 1D (odpowiednio: 34,68% 130,74%). Stwierdzono,
ze po 6 dniach przechowywania statystycznie istotny
najmniejszy udziat tego biatka odnotowano w gru-
pie A (27,47%) w poréwnaniu do pozostatych grup.
Przeprowadzona analiza korelacji wykazala istotna
ujemng zalezno$¢ pomiedzy iloscig biatek o wartosci
pl>7,7w wycieku otrzymanym po 144 godzinach od
uboju a wielkoscig sity cigcia migsa w tym terminie
(r=-0,81; p<0,05).

Na podstawie przeprowadzonego immunoblottingu
biatek, przy wykorzystaniu przeciwcia}a antytroponi-
ny T (9D) (ryc. 2), stwierdzono, ze po 48 h od uboju
najintensywniejsza reakcje obserwowano w zakresie
pl 5,5+5,9, czyli w przedziale wartos$ci pH odpowia-
dajacym punktowi izoelektrycznemu troponiny T.

<+— 35pl

<+— 4,0pl

<« 597l

<«— 6,0pl

<« 72pl

<«— 7.7p1  Rye. 2. Immunoblotting
rozdzialow IEF bialek
wycieku wiré6wkowego
pochodzacego z migsa
0 zréznicowanym przebie-

<«— 95pl  gu kruszenia z udzialem

przeciwciala troponiny T.
Proby: 1-48h,2-144 h
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Natomiast po 144 h najintensywniejsza reakcje wy-
kazano w przedziale pl 6,1+7,7. Powyzsze Swiadczy
0 rozpadzie troponiny T 1 zwigkszeniu ilo$ci produktow
jej degradacji wraz z postgpujacym procesem kruszenia
migsa (ryc. 2), co potwierdza wczesniejsze obserwacje
innych autoréw (8, 10, 11, 19).

Na podstawie przeprowadzonej analizy ogniskowa-
nia izoelektrycznego stwierdzono, ze zmiany udziatu
biatek wycieku wir6wkowego, w wyznaczonych za-
kresach pl (4,5+6,0 pI; 6,1+7,2 pl; 7,3+7,7 pl; > 7,7 pl)
sg zwigzane z procesem kruszenia migsa. Szczegolng
uwage zwraca zmniejszenie udziatu biatek charaktery-
zujacych si¢ pI w przedziale 6,1+7,2 wraz z postgpuja-
cym procesem poubojowej proteolizy migsa. Ponadto
analiza immunoblottingu wykazata, ze biatka tego
zakresu silnie reagowaly z przeciwcialem troponiny
T, uwidaczniajac produkty degradacji troponiny T ak-
tywnie uczestniczacej w kruszeniu mig¢sa. Produkty de-
gradacji troponiny T identyfikowane po rozdziale IEF
moga by¢ wskaznikiem procesu dojrzewania migsa.
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