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JOANNA STADNIK

WPLYW SONIKACJI WIEPRZOWEGO MIESA PSE NA ZMIANY
POWIERZCHNI HYDROFOBOWEJ BIALEK MIOFIBRYLARNYCH

Streszczenie

Wiyniki badan nad aplikacja fal ultradzwigkowych do ksztaltowania jako$ci migsa wskazuja, ze jej za-
stosowanie wywoluje zmiany fizykochemicznych wtasciwoséci tkanki, szczegdlnie interakcji woda -
biatko.

Celem badan byto okreslenie wptywu obrobki ultradzwigkowej migsa wieprzowego o cechach PSE
w stanie rigor mortis (po 24 h od uboju) na zmiany konformacyjne biatek miofibryli, znajdujace odzwier-
ciedlenie w zmianach hydrofobowosci powierzchniowej i ultrastruktury sarkomeru wiokna migsniowego.

Badaniom poddano migso wieprzowe (m. biceps femoris - migsien dwuglowy uda) z péttusz wychta-
dzanych przez 24 h do temp. 7 °C. Na podstawie pomiaru pH i warto$ci parametru L w systemie L"a’b’,
migsnie klasyfikowano jako PSE lub normalne. Sposrod migéni z objawami PSE jeden stanowit prob-
ke kontrolna (probka K - PSE), a drugi poddawano obrébce w polu ultradzwigkowym o czgstotliwos$ci ok.
45 kHz (probka U45 - PSE). Po sonikacji probki przechowywano w warunkach chtodniczych (temperatura
4 °C) przez 96 h od uboju. Zakres badan obejmowat: oznaczenie kwasowosci, oceng struktury oraz pomiar
powierzchni hydrofobowej wyizolowanej frakcji biatek miofibrylarnych.

Wykazano, ze mig$nie normalne (probka N) w catym zakresie analizowanego czasu od uboju charak-
teryzowaly si¢ wyzszymi warto§ciami pH niz mig$nie probki K - PSE i U45 - PSE. W chwili rozpoczegcia
eksperymentu najnizsza warto$¢ hydrofobowosci powierzchniowej odnotowano w probece U45 - PSE.
Najwigksza powierzchnia hydrofobowa (ok. 90 %) biatka badanych prébek migsa charakteryzowaty sig¢ po
48 h od uboju. Podczas dalszego przechowywania nastapito obnizenie warto$ci badanej cechy. Uzyskane
wyniki §wiadcza o wtdrnym oddziatywaniu obrobki ultradzwigkowej na przemiany biatek miofibrylar-
nych. Interakcja biatek miofibrylarnych z woda, zaliczana do wlasciwosci powierzchniowych, stanowi
odzwierciedlenie tych przemian.

Stowa kluczowe: sonikacja, migso PSE, hydrofobowos$¢ powierzchniowa

Wprowadzenie

Istotnym kryterium wartosci biologicznej i funkcjonalnej biatek migsniowych jest
ich interakcja z woda [13, 21]. Woda wplywa na wtasciwos$ci technologiczne i fizyko-
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chemiczne, a przede wszystkim decyduje o cechach sensorycznych i kruchosci migsa
[3, 9, 20]. Oddziatywanie polipeptydowych tancuchéw biatkowych z czasteczkami
wody w tkance mig$niowej jest odzwierciedleniem budowy strukturalnej, a szczegdlnie
stopnia interakcji biatek miofibrylarnych, kwasowosci i sily jonowej srodowiska. Moc
oddzialywania bocznych grup aminokwasow z woda determinuje konformacj¢ czaste-
czek biatkowych [2]. Sita hydratacji, w zalezno$ci od charakterystyki powierzchni
czasteczki biatka i sktadu jonowego podioza, sprzyja lub uniemozliwia oddziatywanie
migdzy czasteczkami. Powloki hydratacyjne tworzone lub eliminowane w wyniku
oddziatywan migdzyczasteczkowych czgsto wymuszaja zmiany konformacyjne makro-
czasteczek biatkowych, powodujac modyfikacje ich wiasciwosci i funkcji biologicz-
nych [15, 18].

Jednym z najwazniejszych problemow badawczych, w aspekcie ksztattowania ja-
kosci technologicznej i konsumpcyjnej migsa po uboju, jest interakcja biatek migsa
z woda i jej utrzymywanie w trakcie poubojowych przemian i proceséw przetworczych
[20]. Zagadnienie to ma szczego6lne znaczenie w przypadku migsa wodnistego, okre-
slanego jako PSE (ang. pale, soft, exudative). Dane literaturowe [6, 17, 19, 22] wska-
Zuja, ze podstawowa przyczyna wystgpowania tej wady migsa sa genetycznie uwarun-
kowane nieprawidtowos$ci mechanizmow przemian energetycznych ujawniajace si¢ po
uboju i wplywajace na strukture biatek mig$niowych.

Jedna z metod poubojowego ksztaltowania interakcji woda - biatko jest oddzia-
tywanie fal ultradzwigkowych na migso bezposrednio po uboju, jak réwniez w pdzniej-
szym okresie dojrzewania, w stanie rigor mortis [4, 7, 16]. Wprowadzenie drgan ultra-
dzwigkowych do struktur sarkomeru widkna mig$niowego moze powodowaé ruch
okreslonych grup biologicznych na zasadzie zjawiska zaciskania i rozciggania w skali
mikro lub rozpad struktur w wyniku mozliwej kawitacji. Prowadzone sa réwniez bada-
nia nad procesem dojrzewania przy wykorzystaniu ultradzwigkéw ukierunkowane na
bezkawitacyjne przemiany struktur, co mozna realizowaé stosujac niskie natg¢zenia
drgan ultradzwigkowych [4]. Wyniki przeprowadzonych badan nad wptywem obrdobki
ultradzwigkowej na tkanke migSniowa wskazuja, ze wywoluje ona zmiany jej fizyko-
chemicznych wiasciwosci [5, 12, 23]. Sa one spowodowane zmiana struktur biatek
miofibrylarnych odpowiedzialnych za dojrzewanie, a gldéwnie uwodnienie migsa. Dal-
sze badania nad wptywem ultradzwickow na wiasciwosci technologiczne migsa,
szczegolnie migsa PSE, 1 proces jego przetwarzania moga by¢ przyczynkiem do wyja-
$nienia mechanizméw przemian struktur biatkowych tkanki mig$niowej i ewentualne-
go wykorzystania ultradzwigkdéw do kierunkowego ksztattowania jakos$ci.

Celem badan bylto okre§lenie wptywu obrobki ultradzwigkowej migsa wieprzo-
wego o cechach PSE w stanie rigor mortis (po 24 h od uboju) na zmiany konformacyj-
ne biatek miofibryli, znajdujace odzwierciedlenie w zmianach hydrofobowosci po-
wierzchniowej i ultrastruktury sarkomeru widkna mig§niowego.
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Material i metody badan

Migso wieprzowe (m. biceps femoris - migsien dwuglowy uda) pozyskiwano

z pottusz tucznikow o pokroju zblizonym do $win rasy wbp (wielka biata polska),

o masie przyzyciowej 110 - 120 kg wychtadzanych przez 24 h do temp. 7 °C. Doko-

nywano pomiaru warto$ci pH za pomoca elektrody kombinowanej OSH 12 - 00 oraz

parametru L™ w systemie L"a’b’ metoda odbiciowa przy uzyciu spektrofotometru sfe-
rycznego X - Rite 8200 z otworem pomiarowym o $rednicy 12,7 mm. Stosowano zro-
dio $wiatta Dgs 1 standardowy obserwator kolorymetryczny o polu widzenia 10°. Na
podstawie pomiaru pH i wartoéci parametru L°, migénie klasyfikowano jako PSE

(L">50; pH,,< 5,6) lub normalne (pH, 5.6 - 6,0; L" = 42 — 50; probka N) [24]. Sposrod

migéni z objawami PSE (z tej samej sztuki) o zblizonej masie, jeden stanowil probke

kontrolng (probka K - PSE), a drugi poddawano obrébce w polu ultradzwigkowym

o czgstotliwosei ok. 45 kHz (probka U45-PSE). Natgzenie drgan wynosilo

ok. 2 W-cm™, a czas obrobki 2 min. Po sonikacji probki przechowywano w warunkach

chtodniczych (4°C) przez 96 h od uboju. Po 0, 24, 48 i 72 h od obrobki ultradzwigko-
wej wykonywano oznaczenia nastgpujacych parametrow:

— kwasowos$¢ migsa okreslano przez pomiar pH za pomoca pH-metru (CPC — 501
Elmetron) wyposazonego w zespolona elektrode sztyletowa, ktora wprowadzano w
miesien na glgbokos$¢ okoto 5 cm. Po ustaleniu wskazan odczytywano wynik z do-
ktadnoscia do 0,01;

— powierzchni¢ hydrofobowa roztworéw frakcji biatek miofibrylarnych (o stezeniu
0,5 %) wyznaczano metoda Lieske i Konrada [14]. Istota metody polega na przyta-
czaniu przez hydrofobowe fragmenty biatka zwiazku powierzchniowo czynnego
Tween 80 (sorbinian polioksyetylenu), a nastepnie ilo§ciowym oznaczeniu zdolno-
$ci kompleksowania testowanego barwnika (Bio - Rad). Powierzchni¢ hydrofobo-
wa wyraza stosunek oznaczonych reszt niepolarnych do sumy reszt polarnych
i niepolarnych, [%]. W celu wyizolowania biatek miofibrylarnych rozdrobnione,
przy uzyciu wilka z tarcza z otworami o @ 3 mm, migso trzykrotnie poddawano
homogenizacji z woda destylowana i wirowaniu. Osad otrzymany po ostatnim wi-
rowaniu homogenizowano z 0,6 M NaCl w 0,1 M buforze fosforanowym (pH 6,2)
[1]. Warto$¢ absorbancji roztworow biatek z dodatkiem i bez dodatku zwiazku
powierzchniowo czynnego mierzono wzgledem 0,1 M buforu fosforanowego (pH
6,2) przy A =595 nm z uzyciem spektrofotometru Nicolet Evolution 300 (Thermo
Electron Corporation);

— oceny struktury probek migsa po 24 1 96 h od uboju [8] dokonywano przy uzyciu
mikroskopu elektronowego Tesla. Preparaty migsa wycigte w kilku miejscach
probki na glgbokosci 30 mm wstepnie utrwalano w 4 % aldehydzie glutarowym,
a nastgpnie w 0,1 M buforze kakodylowym o pH 7,4 przez 12 h. Po kolejnym
utrwaleniu w tetratlenku osmu preparaty odwadniano alkoholem etylowym i tlen-
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kiem propylenu. Po odwodnieniu preparaty nasycano zywica i po polimeryzacji
zabarwiano i cigto na skrawki poélcienkie (0,5 - 0,7um) i ultracienkie (60 nm) za
pomoca ultramikrotomu Reichert’am - Us.

Badania przeprowadzono na 6 réznych partiach surowca, kazdy pomiar w 3 po-
wtorzeniach. Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystycznej, istotno$¢ roéznic
pomigdzy wartosciami $rednimi (na poziomie istotnosci o = 0,05) zweryfikowano
testem T - Tukey’a. Obliczenia wykonano przy uzyciu programu Microsoft Office
Excel 2003.

Wiyniki i dyskusja

Analizujac przebieg zmian wartosci pH w funkcji czasu przechowywania migsa
wieprzowego (rys. 1) stwierdzono, ze migsnie normalne (probka N) w calym zakresie
analizowanego czasu od uboju charakteryzowaly si¢ wyzszymi warto§ciami pH niz
migénie probek K - PSE i U45 - PSE. Statystycznie istotnych réznic pomigdzy warto-
$ciami pH probek N a K - PSE nie stwierdzono po 72 i 96 h od uboju.
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Rys. 1. Kwasowo$¢ (pH) migsa wieprzowego normalnego i PSE (poddanego i niepoddanego sonifi-
kacji), sktadowanego przez 96 h w warunkach chtodniczych.

Fig. 1.  Acidity (pH) of normal and PSE pork meat (treated and not treated using sonication) and stored
for 96 h under the chilled conditions.
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W chwili rozpoczecia eksperymentu (po 24 h od uboju) najnizsza warto$¢ hydro-
fobowosci powierzchniowej (52,9 %) odnotowano w probce U45 - PSE (rys. 2). Wiel-
ko$¢ powierzchni hydrofobowej biatek miofibrylarnych wyizolowanych z probek N
i K - PSE byta zblizona i ksztattowata si¢ na poziomie 62,0 - 66,0 %.
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Rys. 2. Powierzchnia hydrofobowa biatek miofibrylarnych migsa wieprzowego normalnego i PSE (pod-
danego i niepoddanego sonifikacji), sktadowanego przez 96 h w warunkach chtodniczych.

Fig.2.  Surface hydrophobicity of myofibrillar proteins of normal and PSE pork meat (treated and not
treated using sonication) and stored for 96 h under the chilled conditions.

Oznaczenia hydrofobowosci, begdacej indykatorem oddziatywan biatko - biatko
i biatko - woda, wykazaty, ze wielkos¢ powierzchni hydrofobowej probki U45 - PSE
po 721 96 h od uboju byta wyzsza, a bezposrednio po sonikacji nizsza niz probki K -
PSE. Swiadczy to o wplywie sonikacji na zréznicowanie ekspozycji grup hydrofobo-
wych, a zatem zmiany konformacyjne bialek migsa tych probek. Interakcja biatek mio-
fibrylarnych z woda, zaliczana do wlasciwosci powierzchniowych, jest odzwierciedle-
niem tych przemian. Przyczyn tego zjawiska mozna doszukiwac si¢ w zréznicowanym
przebiegu procesu przemian poubojowych migsa sonikowanego i probki kontrolne;j.
Potwierdzaja to wyniki wczesniejszych badan, ktére wykazaly, ze probki migsa PSE
poddane sonikacji charakteryzowaty si¢ mniejszymi ubytkami masy w postaci wycieku
chtodniczego niz probki kontrolne [23]. Hydrofobowo$¢ powierzchniowa jest cecha
determinujaca biologiczne i funkcjonalne wiasciwos$ci biatek. Analizujac zmiany wiel-
kos$ci powierzchni hydrofobowej frakcji bialek miofibrylarnych, stanowiacych podsta-
wowa grupg bialek migsniowych odpowiedzialnych za utrzymywanie wody, starano
si¢ oceni¢, w jaki sposob przemiany poubojowe i sonikacja migsa po 24 h od uboju
wplywaja na zmiany konformacyjne struktur biatkowych miofibryli. Wyniki badan
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[10, 11] wskazuja, ze istnieje silna korelacja pomigdzy rozpuszczalno$cia biatek, zdol-
no$cig emulgowania tluszczu i tworzenia zeli a ich hydrofobowos$cia. Pomiary hydro-
fobowosci pozwalaja zatem w sposob posredni przewidywac whasciwosci funkcjonalne
biatek. Zmiany hydrofobowosci uwarunkowane sa zmianami strukturalnymi biatek pod
wplywem procesow technologicznych, czynnikow srodowiskowych (pH, sita jonowa).
Nadmierne obnizenie pH powoduje zmniejszenie aktywnosci jonowej biatka, jego
mniejsza rozpuszczalnos$¢ i znaczne obnizenie zdolnosci wigzania wody i co si¢ z tym
wigze, zmniejszenie przydatnos$ci przetworczej migsa.

Obrazy mikroskopowe wycinkow tkanki mig$niowej surowca wieprzowego po
24 h od uboju wykazaly istotne r6znice w budowie witokien badanych probek migsa.
Wilbékna w probce migsa normalnego (N) (fot. 1A) i migsa PSE niepoddanego dziataniu
ultradzwigkow (K - PSE) (fot. 2A) wystgpowaly w znacznej odleglosci od siebie.
Szczegolnie na przekroju wldkien migsa probki N obserwuje si¢ wolne przestrzenie,
znacznych rozmiaréw, wypetnione elementami morfologicznymi.

A

Fot. 1. Mikrostruktura wiokien migéniowych (przekrdj podtuzny) probki N (x 24 000): po 24 h od
uboju (A) i po 96 h od uboju (B).

Photo. 1. Microstructure of muscle fibres (longitudinal section) of the N sample (x 24 000): 24 h after
slaughter (A), and 96 h after slaughter (B).

Elementy strukturalne sarkomerow wiodkien tej probki migsa, z wyjatkiem linii Z,
sa stabo widoczne (fot. 1A). Na obrazie mikroskopowym probki migsa K - PSE obser-
wowano rozluznienie w obrgbie poszczegélnych widkien, jak i pomigdzy nimi (fot.
2A).

Obraz przekroju podtuznego migsa probki U45 - PSE uzyskany przy uzyciu mi-
kroskopu elektronowego (fot. 3A) wskazuje, ze wtokienka migsniowe ulegly rozluz-
nieniu na calej dlugosci, szczego6lnie w poblizu linii Z sarkomerow. Na obrazach prze-
krojow podtuznych wiokien probek migsa po 96 h chtodniczego sktadowania (fot. 1B,
2B, 3B) obserwuje sig czgsciowy rozpad wiokien migsniowych przejawiajacy si¢ ich
fragmentacja. Obrazy uzyskane z mikroskopu elektronowego wskazuja, ze po uptywie
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96 h od uboju najwigkszym rozpadem elementow strukturalnych widkien migsniowych
charakteryzowata si¢ probka U45 - PSE (fot. 3B).

SN . BAUTER %8 3 = e o

Fot. 2. Mikrostruktura wiokien migsniowych (przekrdj podhuzny) probki K - PSE (x 24 000): po 24 h
od uboju (A) i po 96 h od uboju (B).

Photo. 2.  Microstructure of muscle fibres (longitudinal section) of the K - PSE sample (x 24 000): 24 h
after slaughter (A), and 96 h after slaughter (B).

Fot. 3. Mikrostruktura wtokien migsniowych (przekrdj podtuzny) probki U45 - PSE (x 24 000): po 24 h od
uboju (A) po 96 h od uboju i (B).

Photo. 3. Microstructure of muscle fibres (longitudinal section) of the U45 - PSE sample (x 24 000): 24 h
after slaughter (A), and 96 h after slaughter (B).

Widkna probki K - PSE charakteryzuja si¢ dos¢ dobrze widocznymi liniami Z i M
oraz prazkami A i I (fot. 2B). Na przekroju podtuznym obrazu mikrostruktury wtokien
probki N obserwuje si¢ wolne przestrzenie zar6wno pomigdzy widknami, jak i w obre-
bie sarkomeréw (fot. 3B).

Roéznice w hydrofobowos$ci powierzchniowej wskazuja na zrdéznicowany poten-
cjat elektrostatyczny fragmentow powierzchni biatka, decydujacy o jego przestrzen-
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nym ksztalcie i interakcji z woda oraz innymi sktadnikami komoérki migsniowej [10,
11]. W okresie przemian poubojowych, jak tez w wyniku oddziatywania fal ultradz-
wigkowych, moze dochodzi¢ do blokowania grup hydrofilowych biatek przez inne
grupy i tym samym zmniejszania ilosci grup wchodzacych w interakcje z woda. Moze
to by¢ rowniez wynikiem interakcji w obrgbie wewngtrznych struktur biatek miofibry-
larnych [12]. Zmiany odlegtosci w obrgbie struktur biatkowych tkanki, obserwowane
na mikrofotografiach mikrostruktury, potwierdzaja te zalezno$ci. Jednoznaczna ocena
przemian biatkowych na tym etapie badan jest trudna, gdyz biatka bedace przedmiotem
niniejszej analizy stanowig uktady biologiczne o duzym stopniu ztozonosci, a interpre-
tacj¢ uzyskanych wynikow moga umozliwi¢ jedynie dalsze badania na poziomie mole-
kularnym.

Whioski

1. Obrobka migsa o cechach PSE falami ultradzwigkowymi spowodowata wzrost
wielkos$ci powierzchni hydrofobowej biatek miofibrylarnych wyizolowanych po 72
1 96 h od uboju. Przyczyn tego zjawiska mozna doszukiwaé si¢ w zréznicowanym
przebiegu procesu przemian poubojowych migsa sonikowanego i probki kontrol-
nej.

2. Rodznice w hydrofobowosci powierzchniowej wskazuja na zréznicowany potencjat
elektrostatyczny fragmentéw powierzchni biatka, decydujacy o jego przestrzen-
nym ksztalcie i interakcji z woda oraz innymi sktadnikami komorki migsniowe;.
Swiadczy to o wplywie sonikacji na zroznicowanie ekspozycji grup hydrofobo-
wych, a zatem zmiany konformacyjne bialek migsa tych probek.

3. Obrazy mikroskopowe wycinkow tkanki mig§niowej surowca wieprzowego wyka-
zaly istotne réznice w budowie wiokien badanych probek migsa, szczegdlnie w za-
kresie ksztattu i odleglosci w obrebie struktur biatkowych tkanki mig$niowe;.

Praca byta prezentowana podczas XIII Ogolnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej PTT. 7, Lodz, 28 - 29 maja 2008 r.
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IMPACT OF PSE PORK MEAT SONICATION ON CHANGES IN HYDROPHOBIC SURFACE
OF MYOFIBRILLAR PROTEINS

Summary

Results of the research into the application of ultrasound waves to develop meat quality point out that
it induces changes in physicochemical properties of tissue, in particular water-protein interactions.

The objective of this study was to assess the impact of ultrasound treatment of pork meat showing PSE
features during the rigor mortis period (24 h after slaughter) on the conformational changes in proteins of
myofibre as reflected by changes in the surface hydrophobicity and ultrastructure of muscle fibre sar-
comere.

The research was performed using a pork meat (m. biceps femoris — thigh biceps muscle) taken from
carcasses chilled to 7 °C for 24 h. On the basis of the pH and L" parameter (L'a’b" colour space), the
muscles were classified either as PSE or as normal. One of the PSE muscles constituted a control sample
(K — PSE sample) whereas the other was treated in an ultrasound field with a frequency of 45 kHz (U45 —
PSE sample). Upon sonication, the meat samples were stored at 4°C for 96 h after slaughter. The scope of
analysis comprised: determining meat acidity, assessing ultrastructure, and measuring hydrophobicity of
isolated myofibrillar proteins.

It was proved that the normal muscles (N sample) were characterized by higher pH values than the
muscles of K-PSE and U45-PSE samples during the whole period after slaughter. At the beginning of the
experiment, the lowest value of surface hydrophobicity was reported in the U45 — PSE sample. The pro-
teins of the meat samples investigated were characterized by the largest hydrophobic surface (about 90 %)
48 h after slaughter. During the further storing of meat, the value of the feature studied decreased. The
results obtained prove that the ultrasound treatment has a secondary impact on the transformations of
myofibrillar proteins. The water — myofibrillar protein interaction, counted among surface properties,
constitutes a reflection of those transformations.

Key words: sonication, PSE meat, surface hydrophobicity
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