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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie zmian udzialu bialek w wycieku wirdwkowym pozyskanym z migsa bu-
hajkow czterech ras: polskiej holsztynsko-fryzyjskiej (PHF) odmiany czarno-biatej, polskiej czerwonej
(PC), Limousine (L) i Hereford (H) ubijanych w wieku 6, 9 i 12 miesigcy, w ciggu 10-dniowego chtodni-
czego dojrzewania migsa. Elektroforetyczna analiz¢ bialek wycieku wir6wkowego pozyskanego z tkanki
migsniowej 45 min, 48, 96 i 240 h post mortem wykonywano technika SDS-PAGE. Obecnos¢ titiny,
desminy i troponiny T w wycieku wirowkowym potwierdzono metoda Western blotting z zastosowaniem
monoklonalnych przeciwciat specyficznie rozpoznajacych okreslone biatka. Stwierdzono, ze czas dojrze-
wania byl najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na proteolize¢ bialek migsa. Najwigksze zmiany
w udziale biatek o duzej masie czasteczkowej (2400 + 3700 kDa i >160 kDa) zaobserwowano po 10
dniach dojrzewania migsa. W przypadku biatek o mniejszej masie czasteczkowej (160 kDa i 90 + 95 kDa)
zmiany te wystapily juz w pierwszych dwoch dniach post mortem. Wszystkie analizowane czynniki
zmiennoSci, tj. rasa bydta, wiek buhajkow i czas dojrzewania migsa wptynety istotnie (p < 0,05) tylko na
udziat bialek o masie czasteczkowej 90 + 95 kDa. Najbardziej zaawansowany proces proteolizy biatek
wielkoczasteczkowych obserwowano w wycieku wirowkowym z migsa buhajkow rasy PHF.

Stowa kluczowe: buhajki, rasa bydla, czas dojrzewania, biatka, wyciek wir6wkowy, proteoliza

Wprowadzenie

Krucho$¢ jest jednym z podstawowych wyznacznikow jakosci kulinarnej woto-
winy. Najwazniejszg funkcje w procesie tenderyzacji, czyli poprawy kruchosci migsa
petnia biatka miofibrylarne tkanki mig$niowej [7, 9, 10, 23]. Stopien ich przemian
zalezy od rasy, genotypu i plci bydta [3, 16, 26], umigs$nienia [21], wieku [9, 10],
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a takze czasu chtodniczego przechowywania migsa [3, 9, 10, 22, 30]. Poprawa krucho-
$ci migsa w czasie dojrzewania zwigzana jest z degradacjg biatek migsniowych, ktdre
sg odpowiedzialne za integracj¢ jego mikrostruktury [2, 7, 11, 15]. Proteoliza wielko-
czgsteczkowych biatek miofibrylarnych jest zapoczatkowana glownie przez enzymy
tkankowe, z ktorych za najwazniejsze uznaje si¢ p-kalpainy [7, 12, 13, 15, 19]. W wy-
niku ich aktywno$ci otrzymuje si¢ surowiec o pozadanej kruchosci. W procesie doj-
rzewania mig¢sa istotna jest degradacja takich biatek cytoszkieletowych, jak titina, ne-
bulina, czy desmina [7, 10, 15, 23, 25]. W analizie biatek mig¢sa coraz wigcej uwagi
poswieca si¢ biatkom wystepujacym w wycieku wirowkowym z migsa [6, 10, 14].
Obecnos¢ w nim biatek strukturalnych, tj. biatek miofibryli i cytoszkieletu, moze by¢
traktowana jako marker zaawansowania procesu kruszenia (tenderyzacji) migsa.

Celem podjetych badan byto okreslenie zmian udzialu biatek w wycieku wirow-
kowym, pozyskanym z mig¢sa buhajkéw czterech ras: polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
(PHF) odmiany czarno-bialej, polskiej czerwonej (PC), Limousine (L) i Hereford (H)
ubijanych w wieku 6, 9 i 12 miesigcy, w ciagu 10-dniowego dojrzewania migsa w wa-
runkach chtodniczych.

Material i metody badan

Materiat dos§wiadczalny stanowita cze$¢ piersiowa i ledzwiowa migsnia longissi-
mus dorsi (LD) pobranego lacznie z 60 prawych pottusz buhajkéw czterech ras: pol-
skiej holsztynsko-fryzyjskiej (PHF) odmiany czarno-bialej, polskiej czerwonej (PC),
Limousine (L) oraz Hereford (H). Zywienie zwierzat bylo dostosowane pod wzgledem
sktadnikow paszy i jej warto$ci energetycznej do wieku zwierzat, zapewniajac ich
prawidlowy rozwoj. Buhajki poddawano ubojowi w trzech kategoriach wiekowych: 6
miesiecy — o masie 184,34 + 21,74 kg, 9 miesigcy — o masie 267,50 + 40,22 kg i 12
miesigcy — o masie 357,79 &+ 45,12 kg (po 5 zwierzat w grupie). Uboju zwierzat doko-
nywano w standardowych warunkach w Zaktadzie Do§wiadczalnym Instytutu Genety-
ki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzgbcu. Do badan pobierano mi¢so normalnej jako-
sci (RFN), ktore identyfikowano na podstawie pomiaru wartosci pH 45 min i 24 h post
mortem (pm). Srednia warto$é pH tkanki miesniowej wynosita odpowiednio: 6,85
15,79.

Wyciek do analizy biatek pozyskiwano w wyniku odwirowania (25000 x g,
20 min, temp. 2 °C) 6 g nawazki migsnia LD pobranego z tuszy 45 min pm, a nast¢pnie
z kawatkdéw migsa (o masie 700 g) poddanych dojrzewaniu w warunkach chtodniczych
(w temp. 3 £ 1 °C) przez 48, 96 1 240 h pm. Wycinek tkanki mi¢$niowej pozyskany
z tuszy 45 min po uboju poddano rozdrobnieniu, a nast¢gpnie odwazone (w 2 powtorze-
niach) nawazki migsa przechowywano w cieklym azocie do czasu ich dostarczenia do
laboratorium. Wyciek z migsa 45 min po uboju uzyskiwano w wyniku odwirowania
probek czesciowo rozmrozonych w temp. pokojowej (6 g) natychmiast po ich przeka-
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zaniu do laboratorium. Otrzymany w ten sposdb wyciek wirowkowy z migsa (45 min
pm) pod wzgledem zawartych w nim biatek stanowit probe odniesienia dla wyciekow
pozyskanych z migsni LD po réznym okresie ich chtodniczego dojrzewania (48, 96
1240 h pm). Do dalszych badan przeznaczono migsnie (LD) wyci¢te w catosci z wy-
chlodzonych prawych pottusz wotowych (24 h pm) migdzy siddmym krggiem piersio-
wym a ostatnim ledzwiowym. Nastepnie dzielono je na trzy rowne czgSci, pakowano
prozniowo w polietylenowe worki i przechowywano w chtodni w temperaturze 3 +
1°C. Wyciek do analizy biatek w terminach: 48, 96 i 240 h po uboju otrzymano w wy-
niku odwirowania 6 g nawazki tkanki mi¢$niowej (w 2 powtorzeniach), z zachowa-
niem takich samych parametrow wirowania (25000 x g, 20 min, temp. 2 °C), jakie
zastosowano wobec prob migsa pozyskanego 45 min post mortem.

Rozdziat elektroforetyczny biatek wycieku wirowkowego prowadzono w 15-
procentowym zelu poliakrylamidowym w obecno$ci sodowego siarczanu dodecylu
(SDS-PAGE) i 8 M mocznika [24], z zastosowaniem aparatu typu SE 250, firmy Hoe-
fer Scientific Instruments. Obraz elektroforetycznego rozdziatu biatek w Zelu poliakry-
amidowym skanowano za pomocg kamery video, ktéra wchodzita w sklad zestawu
Image Master” VDS, firmy Pharmacia. Analize ilosciows rozdzielonych w zelu biatek
wycieku wiréwkowego z migsa prowadzono przy uzyciu programu Image Master' ™
1D Elite version 4.00. Do obliczen przyjeto zatozenie, ze powierzchnia pojedynczego
pasma biatek stanowi procentowy udzial w stosunku do powierzchni wszystkich roz-
dzielonych bialek danej proby w zelu, ktéra wynosi 100 %. Obecno$¢ titiny, desminy
i troponiny T w wycieku wirdwkowym z migsa potwierdzano metodg Western blotting,
zgodnie z metodg opisang przez Fritza i Greasera [4]. Do reakcji pierwszorzedowej
zastosowano monoklonalne przeciwciala anty-titiny (9D10), anty-troponiny T (9D)
i anty-desminy (De-U-10). Dwa pierwsze pochodzity z Laboratorium Nauk o Migsie
i Biologii Migsnia (ang. The Meat Science and Muscle Biology Laboratory) Uniwersy-
tetu Wisconsin-Madison w Stanach Zjednoczonych, natomiast przeciwcialo desminy
zakupiono w firmie Sigma.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie, wykorzystujac program Statistica 9.0
PL [27]. Zastosowano jedno- i trzyczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z interak-
cjami, podajac wartosci $rednie oraz odchylenia standardowe. Istotno$¢ réznic pomig-
dzy warto$ciami srednimi weryfikowano za pomoca testu Tukeya na poziomie istotno-
scip <0,05.

Wyniki i dyskusja

W wycieku wirbwkowym z migsa szczegolng uwage zwrocono na biatka o naste-
pujacych masach czgsteczkowych (m. cz.): 2400 = 3700 kDa, > 160 kDa, 160 kDa, 90
+ 95 kDa, < 42 kDa, 36 +~ 38 kDa. Analiza wariancji wykazata istotny (na poziomie
p <0,001) wplyw czasu dojrzewania mi¢sa na udziat biatek o m. cz. 2400 + 3700 kDa,
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> 160 kDa, 160 kDa, 90 + 95 kDa i < 42 kDa, jak réwniez rasy bydta na udziat biatka
o masie 90 + 95 kDa (tab. 1). Ponadto, rasa badanych zwierzat istotnie wptyneta na
udziat biatek o m.cz. 2400 + 3700 kDa (p < 0,05), > 160 kDa (p < 0,05) i 160 kDa
(p < 0,01). Natomiast wiek buhajkow istotnie oddziatywatl na udziat biatek o masie 90
+95kDa (p £0,05) 136 + 38 kDa (p <0,01). Interakcja zachodzagca miedzy wiekiem
irasg badanego bydta istotnie (p < 0,01) wptyneta na udziat biatek o m.cz. 2400 +
3700 kDa, natomiast mi¢dzy rasg bydta i czasem dojrzewania mig¢sa — na udziat biatek
o m.cz. 90 + 95 kDa (tab. 1).

Tabela 1. Srednie kwadraty odchylen z analizy wariancji dla procentowego udziatu biatek w wycieku
wirowkowym z migsa buhajkéw uwzgledniajace oddzialywania rasy, wieku i czasu dojrzewania oraz ich
interakcji.

Table 1. Mean squares of deviations from the analysis of variance for the percentage content of proteins in
centrifugal drip from meat of young bulls including impact of breed, age and ageing time, as well as inter-
actions among them.

Stopnie
Czynnik zmiennosci | swobody |2400+3700| >160 160 9095 <42 36+38
Factor of variance | Degrees of kDa kDa kDa kDa kDa kDa
freedom
Wiek / Age — A 2 3,67 11,42 0,52 8,49 5,7 62,57
Rasa/ Breed — B 3 7,13 4451 | 16,007 | 27,64™ 106,8 2,77
Czas dojrzewania 3 193,81 355,99 | 174,64 | 239,10 | 1433,9"" | 2,78
Time of ageing — C
Interakcje / Interactions
AxB 6 24,18" 64,79 4,85 11,47 187.2 9,45
AxC 6 1,08 41,08 1,52 7,97 2224 12,25
BxC 9 4,54 66,82 3,46 16,37 165,9 28,63

Objasnienia/ Explanatory notes:
roznice miedzy wartosciami $rednimi statystycznie istotne na poziomach: " p < 0,001, “p < 0,01,
"p < 0,05 / statistically significant differences among mean values at =~ p < 0.001, “p <0.01, “p < 0.05.

Pasmo o m. ¢z. 2400 + 3700 kDa obejmowato titing T1 (3700 kDa) i produkt jej
degradacji T2 (2400 kDa). Zwrocono na nie szczegdlng uwagg, gdyz degradacja titiny
wigze si¢ ze wzrostem kruchosci migsa [2, 4, 5, 8]. Analiza elektroforetyczna wykazata
stopniowe zwigkszanie si¢ udziatu tego biatka w wycieku wirdwkowym z migsa pod-
czas jego 10-dniowego chtodniczego przechowywania (tab. 2).

Udziat titiny w wycieku wirdwkowym pozyskanym z mi¢sa 45 min i 48 h post
mortem byl istotnie mniejszy (p < 0,05) w poréwnaniu z jego udziatem w wycieku
w pozostatych terminach (tab. 2). Powyzsze obserwacje wskazujg na Sciste powigzanie
degradacji i uwalniania titiny z cytoszkieletu miofibryli z czasem dojrzewania mi¢sa
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[10]. Czas przechowywania migsa w chlodni spetlnial najwazniejsza role w procesie
proteolizy tego bialka sposrdd wszystkich analizowanych czynnikéw determinujgcych
poubojowe przemiany titiny (tab. 1).

Tabela 2. Udziat biatek w wycieku wirbwkowym z migsa buhajkow w zaleznos$ci od czasu jego chtodni-
czego dojrzewania [%].

Table 2. Content of proteins in centrifugal drip from meat of young bulls depending on duration of meat
aging [%].

Czas Masa czasteczkowa biatek w wycieku wirowkowym z migsa
dojrzewania Molecular weight of proteins from muscle centrifugal drip

Time of'aging | 2400+3700 kDa | >160kDa | 160kDa |90=95kDa | <42kDa |36~ 38kDa

Czas dojrzewania w chtodni / Duration of cold storage

a C

45° 0.68°£064 |1.12°x090| ! 663; 3,19+ 1,07 605’9881 * | 626°£1,93
b b

48 h 1,09°+0,82 | 1,27°+0,88 32)13; 547"+ 0,89 5749673 63192239
b b

96 h 1,69°+ 0,99 |2,01°+1,36 32)53; 5,47°+ 0,90 573’3747 * | 6,05+ 1,66
C a

240 h 3,07°+ 1,33 |4,08°+3,87 369;7i 5,62+ 1,13 54‘;0840 = | 6,08 1,51

Objasnienia/ Explanatory notes:

warto$¢ srednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation;

a, b, ¢ — wartosci $rednie oznaczone roéznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie na poziomie
p < 0,05/ mean values denoted by different letters differ statistically significant at p<0.05.

Wazrost udziatu titiny w wycieku wirbwkowym z migsa wraz z czasem jego prze-
chowywania nastgpit we wszystkich badanych probkach, niezaleznie od rasy bydta
(tab. 3).

Istotna (p < 0,05) tendencje wzrostowg w odniesieniu do zawartosSci tego biatka
w wycieku wirowkowym z migsa buhajkow rasy PHF obserwowano juz po 48 h
w poroéwnaniu do 45 min post mortem. Po 10 dniach dojrzewania mig¢sa (240 h pm)
udziat titiny w wycieku wirdwkowym zwigkszyl si¢ od 3 do 7 razy, w zaleznosci od
rasy badanych zwierzat. W tym terminie najwigcej titiny bylo w wycieku wiréwko-
wym z mig¢sa buhajkéw rasy PHF, natomiast najwiekszy, prawie 7-krotny przyrost
zawartosci tego bialka zaobserwowano w wycieku z miesa bydila rasy PC. Po 10
dniach pm najmniejszy, aczkolwiek statystycznie nieistotny udziat titiny stwierdzono w
wycieku z migsa buhajkow rasy L w stosunku do pozostatych ras (tab. 3). Powyzsza
obserwacja wskazuje na nieznacznie wigksza proteolize titiny w migsie buhajkow rasy
PHF w poréwnaniu z innymi badanymi rasami (PC, L i H).




ZMIANY UDZIAEU BIALEK W WYCIEKU WIROWKOWYM Z MIESA BUHAJKOW ROZNYCH RAS...

&3

Tabela 3. Udziat biatek w wycieku wir6wkowym z migsa buhajkéw o zréznicowanym genotypie [%].
Table 3. Content of proteins in centrifugal drip from meat of young bulls showing different genotypes [%].

Masa czasteczkowa bialek w wycieku wir6wkowym z migsa

é{;ifei}:iii Molecular weight of proteins from muscle centrifugal drip
24003700 kDa | >160 kDa 160kDa | 90+95kDa | <42kDa | 36 +38kDa
45’

PHF 0,954+ 0,50 |1,28*+0,71 2,06+ 0,78 | 3,59**+ 1,25 | 60,443 £3,97 | 5,90** £ 1,61
H 0,774+ 0,54 | 1,34+ 1,05 [1,71™*£0,76| 3,00 £ 0,94 | 61,47 +£3,30 | 6,16"* £ 1,79
L 0,584+ 0,74 |0,92*4+£0,91 |1,63"£ 0,84 3,45+ 0,82 | 62,10°° £ 3,08 | 6,44**+ 2,55

PC 0,454+ 0,70 |0,93**£0,90 | 1,22**+ 0,63 | 2,66™* = 1,09 59,87 £ 10,08| 6,52** £ 1,76
48 h

PHF 1,45+ 0,80 | 1,66+ 0,90 | 3,52%%+ 0,81 [ 5,598+ 0,71 56,73*4+ 2,80 | 6,13**+ 2,47
H 1,13+ 0,84 |1,31%+0,85 3,218+ 0,75 | 5,97°2+ 0,79 | 58,674+ 7,95 | 6,12*4+ 1,89
L 0,938+ 0,70 [1,28*4+0,94|3,11*£0,82 5,172+ 0,77 58,405+ 3,01 | 6,55**+ 3,18

PC 0,878+ 0,85 | 0,84£0,72 12,92+ 0,74 | 5,158+ 1,05 | 57,99 £ 2,66 | 6,44**+ 2,04
96 h

PHF 1,724+0,99 | 2,1%+1,39 [4,02°%+ 0,93 [5,66*B+0,76| 57,89* + 6,30 | 6,46 + 2,11
H 1,594+ 0,81 | 1,89+ 0,75 (3,58 +0,51| 6,23+ 0,58 | 57,344+ 3,36 | 5,95*+1,52
L 1,80+ 1,13 [2,14™B+ 1,88] 3,26"+ 0,93 | 4,69°®+ 0,83 | 56,51+ 2,40 | 6,00 + 1,48

PC 1,648+ 1,10 [1,82*%£1,29(3,29™%+0,52|5,31%+£ 0,70 | 57,66** £ 1,91 | 5,80**+ 1,58

240 h

PHF 3,61°°£ 1,54 | 6,20™£3,34 (4,18 +0,72(5,79"8+ 1,16| 51,02** £ 5,10 | 6,84+ 1,57
H 3,028+ 1,35 (3,598 + 1,44|3,84"B + 0,61 6,25+ 0,74 | 55,922+ 6,73 | 6,454 + 1,27
L 2,67+ 1,10 |[3,14%%+ 1,23 4,20°C+ 0,91 | 5,21°%+ 1,35 |54,234 £ 2,67 5,25+ 1,35

PC 3,038+ 1,28 (3,548 + 1,59| 3,45+ 0,64 | 5,24%B + 0,93 |54,79%A £ 2,32 (5,832 + 1,49

Objasnienia: / Explanatory notes:
a, b, ¢ — rozne male litery oznaczaja statystycznie istotne (p < 0,05) ro6znice wartosci $rednich miedzy
rasami w danym terminie dojrzewania / various small letters denote statistically significant (p < 0.05)
differences among breeds during given period of aging;
A, B, C - rozne duze litery oznaczaja statystycznie istotne (p < 0,05) roznice wartosci $rednich miedzy
réznymi terminami chlodniczego przechowywania migsa danej rasy / various capital letters denote statisti-
cally significant (p < 0.05) differences among different periods of cold storing of meat derived from given

breed.

PHF — rasa polska holsztynsko-fryzyjska / Polish Holstein-Friesian breed; PC — rasa polska czerwona /
Polish Red breed; L — rasa Limousine / Limousine breed; H — rasa Hereford / Hereford breed.
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Badania przeprowadzone przez Iwanowska i wsp. [8] na tym samym materiale
doswiadczalnym ujawnity malejacy udzial wielkoczasteczkowych biatek miofibrylar-
nych po 10 dniach dojrzewania migsa w chtodni. Powyzsze potwierdza, ze produkty
degradacji biatek miofibryli sg uwalniane ze struktur mig¢$niowych i przechodza do
sarkoplazmy. Wraz z postepujacg degradacja biatek miofibrylarnych, w tym titiny na-
tywnej (T1) w tkance migSniowej, cytowani wyzej autorzy [8] obserwowali wzrost
krucho$ci mi¢sa wotowego, jednak réznice migdzy wartosciami sity ciecia migsa bu-
hajkéw analizowanych ras byly statystycznie nieistotne

W niniejszych badaniach nie wykazano istotnego (p < 0,05) wplywu wieku bada-
nych zwierzat na udziat biatek o m. cz. 2400 + 3700 kDa w wycieku wirowkowym
z migsa (tab. 4). Najwolniejszy wzrost udziatu titiny zaobserwowano w wycieku wi-
rowkowym z mig¢sa 12-miesi¢cznych buhajkow. Udziat titiny w wycieku wirowkowym
z migsa pobranego 48 1 96 h post mortem byl wigkszy w przypadku 6- i 9-
miesi¢cznych buhajkow w poréwnaniu z 12-miesigcznymi zwierzetami (tab. 4).

Po 10 dniach dojrzewania najmniejszy, cho¢ statystycznie nieistotny, udziat titiny
stwierdzono w wycieku wir6wkowym z migsa 12-miesi¢cznych buhajkow (tab. 4).
Podobne zalezno$ci w udziale wielkoczasteczkowych biatek, w tym titiny, w wycieku
wirowkowym z migsa stwierdzili Kotczak i wsp. [10] w trakcie 12 dni dojrzewania
w chtodni mi¢éni psoas major i semitendinosus, pochodzacych z cielat, jatowek i krow
ubijanych w wieku 3 1 18 miesigcy oraz § lat. Cytowani autorzy [10] nie zaobserwowa-
li istotnych réznic migdzy analizowanymi grupami mi¢séni, ale stwierdzili szybsza pro-
teolize wielkoczasteczkowych bialek w migsie mtodszego bydla. Taki sam wplyw
czasu na dojrzewanie mi¢sa zaobserwowali Monson i wsp. [16] w odniesieniu do bydta
ras: holsztynsko-fryzyjskiej, Brown Swiss, Limousine i Blonde d’Aquitaine, a Steen
i wsp. [28] — Belgian Blue White.

Wraz z postepujacym procesem dojrzewania migsa obserwowano rozdzielenie pa-
sma titiny na dwa pojedyncze ciensze pasma oznaczone jako T1 i T2 (rys. 1). Powyz-
sze wskazywalo na degradacj¢ natywnej formy tego biatka, ktorg odnotowali w swoich
badaniach takze inni autorzy [5, 8, 29].

Obecnos¢ titiny natywnej (T1) i jednego z produktow jej degradacji (T2) w wy-
cieku wirowkowym pozyskanym z migsa potwierdzono metoda immunoblottingu
z wykorzystaniem monoklonalnego przeciwciata anty-titiny (9D10) (rys. 2.I). Oba
pasma titiny (T1 1 T2) najwyrazniej uwidocznity si¢ 240 h post mortem (rys. 1).

Na elektroforegramie (rys. 1) zwrdcono réwniez uwage na biatko o mniejszej m.
cz., tj. 160 kDa (tab. 2). Pasmo to moze reprezentowaé biatko M, ktére charakteryzuje
si¢ podobng m. cz., tzn.165 kDa [1]. Pelni ono wraz z biatkiem C (m. cz. ok. 140 kDa)
funkcje stabilizatora filamentéw miozyny w linii M [18]. Na udziat tego biatka
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Tabela 4. Udzial biatek w wycieku wir6wkowym z migsa buhajkow poddanych ubojowi w réznym wieku
[Y].
Table 4. Proportion of the centrifugal drip proteins from meat of young bulls slaughtered at the various age
[Y0].

' ] Masa czasteczkowa biatek w wycieku wirowkowym z migsa
L. olecular weight of proteins from muscle centr1 al dri
W[‘ek ZW‘er]th Molecular weight of proteins f le centrifugal drip
miesigce
Age [months] 2401(()]; 700 1 160kDa | 160kDa | 90:95kDa | <42kDa | 36:38 kDa

45°

6 0,504+ 0,31 |0,88%+ 0,43 |1,68"* + 0,71|3,33% + 1,10(59,53**B + 8,62(6,31%** + 1,96

9 0,92*4+ 0,83 [1,53"®+ 1,19 [1,68" + 0,65|3,03** + 0,83| 60,76 + 3,80 | 5,34** + 1,58

12 0,634+ 0,63 |0,94*+ 0,78 |1,59* + 1,01|3,22% + 1,27| 62,57°° + 3,67 | 7,13%A+ 1,89
48 h

6 1,178+ 0,50 [ 1,33**+ 0,60 [3,27°® + 0,89]5,23%8 + 0,70{ 59,448 + 6,95 [ 6,57** + 1,94

9 1,178+ 0,96 [ 1,26+ 0,88 [3,16" + 0,75/5,31°8 + 1,07|58,12**B + 3,00( 5,46™* + 1,87

12 0,93*4+0,92 1,23+ 1,113,138+ 0,77|5,86" + 0,75( 56,41°® + 2,45 [ 6,92** + 3,04
96 h

6 1,61+ 0,60 [1,88*+ 0,68 3,63+ 0,64|5,28"®+ 0,86[56,98*B+ 3,31(6,48% + 1,64

9 1,918+ 1,13 [2,51°BC+ 1,753,588+ 0,95|5,48°B+ 1,11[57,22*4+ 3,51 5,32** + 1,68

12 1,55+ 1,15 [1,63**+ 1,31 3,383+ 0,77 5,65+ 0,69| 57,81°®+ 4,50 | 6,36™ + 1,47
240 h

6 2,97+ 1,27 [5,07B+ 6,37[3,88°F + 0,75/ 5,042 + 0,99 | 54,38+ 2,97 [6,28*A + 1,75

9 3,25+ 1,28 |3,62°°+ 1,57 3,79 + 0,895,73%B + 1,15| 54,96 + 6,43 | 5,77** + 1,35

12 2,998+ 1,49 |3,61°8+ 1,86 4,06 +£ 0,68(6,06" + 1,04| 52,80 + 4,24 [6,20°* + 1,45

Objasnienia/ Explanatory notes:

a, b, ¢ — rozne male litery oznaczaja statystycznie istotne (p < 0,05) ro6znice wartosci $rednich miedzy
buhajkami o r6znym wieku w danym terminie analizy / different small letters denote statistically signifi-
cant (p < 0.05) differences among young bulls of various age during given period of analysis storage;
A,B,C — rézne duze litery oznaczaja statystycznie istotne (p < 0,05) réznice wartosci $rednich miedzy
réznymi terminami analizy dla danego wieku buhajkow / different capital letters denote statistically signif-
icant (p <0.05) differences among different periods of analysis for given age of young bulls.

w wycieku wirowkowym znaczaco wptynat czas dojrzewania mi¢sa oraz w mniejszym
stopniu rasa buhajkoéw (tab. 1 i1 2). W wycieku wirowkowym pochodzacym z migsa
zwierzat wszystkich badanych ras nastgpowat stopniowy wzrost udziatu biatka o m. cz.
160 kDa (tab. 3). Wigkszy udzial omawianego biatka obserwowano w wycieku wirow-
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kowym (45 min, 48 h, 96 h) pozyskanym z mig¢sa buhajkéw rasy PHF w poroéwnaniu
z pozostatymi rasami (tab. 3). Po 10 dniach dojrzewania stwierdzono mniejszy udziat
biatka 0 m. cz. 160 kDa w wycieku wirowkowym z migsa buhajkow rasy PC w po-
roéwnaniu z pozostatymi rasami (tab. 3). Istotnie (p < 0,05) najwickszy wzrost zawarto-
$ci biatka o m. cz. 160 kDa w ciagu 10 dni chtodniczego dojrzewania migsa obserwo-
wano w przypadku buhajkow rasy L. Ponadto stwierdzono, ze w ostatnim terminie
badan (240 h pm) udzial biatka o m. cz. 160 kDa w wycieku wir6wkowym z migsa
buhajkéw rasy PHF i L byt zblizony (odpowiednio: 4,18 14,20 %). Szybkie zmiany
w poczatkowe] fazie dojrzewania migsa obserwowane w tym pasmie moga by¢ z jed-
nej strony wynikiem uwolnienia biatka M z miofibryli, a z drugiej — degradacji titiny.
W konsekwencji te wielkoczgsteczkowe biatka mogg przemieszczac si¢ z miofibryli do
sarkoplazmy, a zatem mozna je obserwowac¢ w wycieku wirdwkowym. Obecno$¢ titiny
w tym pasmie zostata potwierdzona za pomocg immunoblottingu z wykorzystaniem
monoklonalnego przeciwciata 9D10 (rys. 2.1).

 45°  48h  96h 240h

Tl

<

160kDs

«—————— 90-95kDa

42kDa

36-38kDa

Rys. 1. Rozdzial elektroforetyczny biatek wycieku wirdbwkowego z tkanki migsniowej buhajkow rasy
PHF w réznym czasie post mortem (w 15-procentowym zelu poliakrylamidowym z dodatkiem
mocznika).

Fig. 1.  Electrophoretic separation of proteins in centrifugal drip from muscle tissue of young PHF bulls
during various post mortem periods of time (in 15% polyacrylamide gel with urea added).
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45" 48h 96h 240h 45° 48h 96h 240h
TI&T2

HMW —B
dagradation

products oftitin Desmin

LMW

dagradation
products oftitin

I I o

Objasnienia: / Explanatory notes:

I — monoklonalne przeciwcialo anty-titiny (klon 9D10) / anti-titin antibody (clone 9D10); II — monoklo-
nalne przeciwciato anty-desminy (klon DE-U-10) / anti-desmin antibody (clone DE-U-10); III — monoklo-
nalne przeciwciato anty-troponiny T (klon 9D) / anti-troponin T antibody (clone 9D).

Rys. 2.  Western blotting wybranych biatek w wycieku wirowkowym z tkanki migsniowej buhajkéw
Limousine, poddanych ubojowi w wieku 6 miesiecy.

Fig2.  Western blotting of selected proteins in centrifugal drip from muscle tissue of young Limousine
bulls slaughtered at the age of 6 months.

Przeprowadzona analiza wariancji wykazata istotny wptyw wszystkich analizo-
wanych czynnikow, tj. rasy 1 wieku buhajkéw oraz czasu dojrzewania migsa, a takze
ich wzajemnych interakcji (wieku i rasy oraz rasy i czasu dojrzewania) na udziat biatek
o m. cz. 90 + 95 kDa (tab. 1). To pasmo moze odpowiada¢ fosforylazie glikogenowe;j,
ale moze zawiera¢ takze produkty degradacji bialek miofibrylarnych [20]. Okayama
i wsp. [20] obserwowali degradacj¢ fosforylazy glikogenowej podczas dojrzewania
migsa pochodzacego z bydta rasy Japanese Black. W niniejszych badaniach udziat
biatek o m. cz. 90 + 95 kDa wzrastal przez caly okres dojrzewania migsa, ale istotne
(p < 0,05) zmiany zaobserwowano tylko po dwodch dniach jego przechowywania
(tab. 2). Najwigkszy wzrost udziatu biatek podczas przechowywania obserwowano
w wycieku pozyskanym z migsa buhajkow rasy H. Jego udzial 240 h post mortem byt
istotnie (p < 0,05) najwigkszy i wynosit powyzej 6 % (tab. 3). Udziat biatek o m. cz. 90
+ 95 kDa w wycieku wirowkowym zwigkszat si¢ wraz z wiekiem zwierzat. Duzy ich
udziat obserwowano w wycieku wiréwkowym pochodzacym z migsa buhajkoéw ubija-
nych w wieku 12 miesiecy. Po 10 dniach dojrzewania migsa najwiecej (p < 0,05) tych
biatek bylo wiasnie w wycieku z migsa zwierzat w omawianym wieku.

Na podstawie analizy elektroforegramoéw (rys. 1) trudno szczegdétowo omowié
zmiany ilo§ciowe biatek o niskiej m. cz., tj. < 42 kDa, poniewaz zarowno pasma biatek
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sarkoplazmatycznych, jak rowniez bialek miofibrylarnych oraz produktéw ich degra-
dacji naktadajg si¢ na siebie. Doktadng identyfikacj¢ bialek umozliwia dopiero prze-
prowadzony immunoblotting z zastosowaniem swoistych przeciwcial. W niniejszych
badaniach, dzigki reakcji z monoklonalnym przeciwcialem anty-desminy (9D) zaob-
serwowano powolna degradacj¢ natywnej formy tego biatka (o m. cz. 50 + 55 kDa)
przez caty okres dojrzewania migsa. Najwigckszy udziat produktow degradacji desminy,
w tym produktu o m.cz. ok. 40 kDa stwierdzono 96 h post mortem (rys. 2.1I). Biatko
o podobnej m.cz. (ok. 38 kDa) czesto ujawnia si¢ w migsie wotowym podczas jego
dojrzewania i jest uwazane za gtowny produkt degradacji desminy [7]. Jednak obec-
no$¢ produktow degradacji titiny w tym pasmie (rys. 2.I) moze przyczyni¢ si¢ do
zwigkszania udziatu biatek o m. cz. <42 kDa w wycieku wirowkowym.

Immunoblotting przeprowadzony z zastosowaniem monoklonalnego przeciwciata
anty-troponiny T (9D) wykazal zwigkszanie si¢ udziatu bialek o m. cz. 36 + 38 kDa
i nizszej wraz z czasem dojrzewania migsa (rys. 2.111), co potwierdza ich uwalnianie
z miofibryli do wycieku.

Pojawiajace si¢ na elektroforegramach produkty degradacji troponiny T (Tn-T) sa
traktowane jako wskaznik postgpu procesow proteolitycznych [7, 8, 13, 17, 28, 29].
Iwanowska 1 wsp. [8] obserwowali zmniejszenie udziatu tych biatek w tkance mig-
$niowej buhajkéw podczas przechowywania migsa w chtodni. Ich obecno$¢ w wycieku
$wiadczy, ze produkty degradacji bialek miofibryli sa uwalniane ze struktur mi¢s$nio-
wych i przechodza do sarkoplazmy. Po 10 dniach chtodniczego przechowywania mi¢sa
stwierdzono istotne (p < 0,05) zwigkszenie si¢ udziatu biatek o m. cz. 36 + 38 kDa
w wycieku wirdwkowym z mi¢sa buhajkow rasy PHF. Okumura i wsp. [22] stwierdzili
w tym przedziale masy czasteczkowej obecnos¢ enzymu GAPDH (m. cz. okoto 36 +
38 kDa), ktorego udzial zmniejszat si¢ podczas dojrzewania migsa. Wyniki zamiesz-
czone w tab. 2. wskazuja, ze zmiany udziatu biatek o m. cz. 36 + 38 kDa w czasie doj-
rzewania mi¢sa w chtodni byly niewielkie, co moze potwierdza¢ dos¢ powszechne
twierdzenie, ze procesy proteolityczne w mig¢sie wolowym sg wolniejsze niz w wie-
przowinie [25].

Whioski

1. Czynnikiem, ktéry w najwickszym stopniu wplyngl na zmiany udzialu biatek
w wycieku wirowkowym z migsa buhajkow ras: polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
(PHF) odmiany czarno-biatej, polskiej czerwonej (PC), Limousine (L) i Hereford
(H), byt czas chtodniczego dojrzewania migsa.

2. Tylko udzial bialek o masie czgsteczkowej 90 ~ 95 kDa byt istotnie (p < 0,05)
uzalezniony od oddziatywania przyje¢tych czynnikow zmiennos$ci, tj. rasy 1 wieku
bydta oraz czasu dojrzewania migsa.
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3.

(4]

(]
(6]

(7]
(8]

[10]
(1]
[12]
[13]

[14]

Wysoki udziat titiny obserwowano w wycieku wirowkowym pochodzgcym z mig-
sa buhajkow rasy PHF, odmiany czarno-biatej. Szybszg degradacj¢ tego biatka ob-
serwowano w wycieku wirowkowym z migsa bydta ubijanego w wieku 6 i 9 mie-
siecy w poréwnaniu do zwierzat 12-miesi¢cznych.

Istotnie najwigcej (p < 0,05) biatek o masie 90 + 95 kDa zawieral wyciek z mi¢sa
buhajkow rasy Hereford.

Prawidtowa identyfikacja bialek zawartych w wycieku wymaga przeprowadzenia
immunoblottingu z zastosowaniem przeciwciat specyficznie rozpoznajacych okre-
Slone biatka, gdyz pasma biatek typowych dla tej frakcji pokrywaja si¢ z biatkami
miofibryli lub produktami ich degradacji.
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CHANGES IN CONTENT OF PROTEINS IN CENTRIFUGAL DRIP FROM MEAT
OF YOUNG BULLS OF DIFFERENT BREEDS AT DIFFERENT AGES

Summary

The objective of the research study was to determine the changes in the content of proteins in centrifu-
gal drip obtained from meat of young bulls of four breeds: Polish Holstein-Friesian (PHF) of Black and
White variety, Polish Red (PC), Limousine (L), and Hereford (H), all of them slaughtered at the age of 6,
9, and 12 months during a 10-day period of chilled beef aging. A SDS-PAGE technique was applied to
perform an electrophoretic analysis of proteins derived from centrifugal drip of muscle tissue 45 min, 48,
96, and 240 h after slaughter. The occurrence of titin, desmin and troponin T in the centrifugal drip was
confirmed by a western blotting method using monoclonal antibodies to specifically identify definite
proteins. The aging time was found to be the most important factor that impacted the proteolysis of pro-
teins in meat. The greatest changes in the content of high-molecular proteins (2400 + 3700 kDa and
>160 kDa) were reported on the 10" day of meat ageing. In the case of proteins with a lower molecular
weight (160 kDa and 90 + 95 kDa), such changes occurred already during the first two days post mortem.
All the variability factors analyzed (i.e. breed and age of cattle, and aging time of beef meat) significantly
affected (p  0.05) only the content of proteins with a molecular weight of 90 + 95 kDa. The most ad-
vanced process of proteolysis of high molecular weight proteins was reported in the centrifugal drip from
meat of bulls of PHF breed.

Key words: young bulls, cattle breed, ageing time, proteins, centrifugal drip, proteolysis
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