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Streszczenie

Sposrdd roznych whasciwosci migsa wptywajacych na jego jakosé, dla konsumenta najwazniejsza jest
krucho$¢é. W czasie po$miertnej konwersji mig$ni do migsa zachodzi zlozony proces tenderyzacji. Od
dawna mechanizm tenderyzacji migsa byt przedmiotem szczegdlnego zainteresowania badaczy z tego
obszaru wiedzy. Pomimo intensywnych badan istota tych procesow nie zostata doktadnie poznana.
W pracy przedstawiono gtowne teorie dotyczace mechanizméw tenderyzacji migsa, zarOwno nieenzyma-
tyczne (wapniowa teoria kruszenia migsa, wplyw cisnienia osmotycznego), jak i enzymatyczne (procesy
z udziatem proteolitycznych enzyméw endogennych: kalpain i kalpastatyny, kaspaz, katepsyn, proteaso-
mow, macierzy metaloproteaz). Wymienione enzymy prawdopodobnie uczestnicza w po$miertnej proteo-
lizie bialek mie$niowych. Dokonano ponadto omowienia potencjalnych markerow z roéznych szlakow
metabolicznych, biorgcych udziat w ksztattowaniu kruchos$ci migsa post mortem.

Stowa kluczowe: migso, tenderyzacja, teorie, kruchos¢, markery kruchos$ci

Wprowadzenie

Bezposrednio po uboju zwierzat tkanka migsniowa stanowi niepelnowartosciowy
surowiec zarowno do spozycia, jak 1 przetworstwa. Jest twarda, gumowata, niesoczysta
i cigzkostrawna, a sktadniki odzywcze sg stabo przyswajalne. Podczas dojrzewania, tj.
gdy tusze po ustgpieniu fazy rigor mortis przechowuje si¢ w temperaturze wyzszej od
punktu zamarzania, zachodza zlozone procesy biochemiczne prowadzace do wyksztat-
cenia cech typowych dla mig¢sa kulinarnego. Do tych zmian nalezg [30]:

1) stopniowe wyczerpywanie si¢ dostepnej energii,
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2) zmiana kierunku metabolizmu z tlenowego na beztlenowy oraz nagromadzanie
kwasu mlekowego, wplywajace na obnizanie pH tkanki z ok. 7,0 do 5,4 =+ 5,8,

3) zwigkszanie sily jonowej, spowodowane w czes$ci ograniczeniem funkcji pompy
sodowo-potasowej i wapniowej (zaleznej od ATP),

4) niezdolnosci komorek do utrzymania warunkéw redukujacych.

Zmianie ulega mikro- i ultrastruktura wiokien migsniowych, przede wszystkim
struktura linii Z i prazka 1. Miofibryle ulegajg fragmentacji na mniejsze jednostki
strukturalne ztozone z rdznej liczby sarkomerow. Wiasciwe biatka kurczliwe (miozyna
1 aktyna) nie ulegajg rozktadowi w trakcie procesu dojrzewania w temperaturze chtod-
niczej [25, 30], chociaz Morzel i wsp. [53] wskazuja, ze proteoliza tych biatek zacho-
dzi, a w przypadku miozyny jest ona rowniez skorelowana z krucho$cig migsa [71].

Zjawisko fragmentacji miofibryli (na krotkie segmenty w kontrolowanych wa-
runkach homogenizacji) nie wystepuje w tkance migsniowej tuz po uboju. Pojawia si¢
ono dopiero podczas dojrzewania, a tatwo$¢ fragmentacji miofibryli wykorzystuje si¢
do okreslania tzw. Indeksu Fragmentacji Miofibryli (MFI), ktory jest miarg ich prze-
cigtnej dtugosci. MFI zwiazany jest z zaawansowaniem procesu tenderyzacji, tzn. im
krotsze sg miofibryle tym wyzsza jest wartos¢ MFI, co $wiadczy o wigkszej kruchosci
tkanki migsniowej [43, 78]. Wartos¢ MFI zalezy m.in. od rodzaju migsa, lokalizacji
migs$nia w tuszy, a takze od warunkow homogenizacji (predkosci, typu i rodzaju urza-
dzenia) [28, 37].

Proces dojrzewania powoduje istotne zmiany w strukturze i wlasciwosciach me-
chanicznych $rédmigsniowej tkanki tacznej, przy czym zmiany te obserwowane sg
dopiero po ok. 10 dniach od uboju. Stwierdzono zdeformowanie struktury endomysium
(przypominajgcej plaster miodu) i warstwy perimysium po uptywie 14 dni od uboju
[54], co nalezy wigza¢ z degradacja macierzy proteoglikanoéw, taczacych widkna kola-
genowe 1 stabilizujgcych tkanke taczng. W efekcie nastgpuje ostabienie struktury we-
wnatrzmig¢$niowej tkanki tgcznej, tj. rozdzielenie si¢ fibryli i widkien kolagenowych
[55].

W procesie dojrzewania najbardziej odczuwalng sensorycznie i wymierng instru-
mentalnie zmiang jest poprawa jednego z najbardziej niestalych wyr6znikoéw jako-
sciowych migsa — kruchos$ci [16, 45, 56]. W procesie kruszenia migsa mozna wyrdznic
dwie fazy: szybka i wolng. W pierwszej — wskutek ostabienia struktury miofibryli na-
stepuje szybka tenderyzacja migsa. W kolejnej fazie (wolnej) ostabieniu ulegajg struk-
tury tacznotkankowe (omigsna wewngetrzna i Srodmigsna) [77]. Tenderyzacja migsa jest
zatem procesem ztozonym i dtugotrwatym, a ponadto przebiegajacym z niejednakowa
szybkosécig w réznych migéniach tej samej tuszy. Od dawna badacze probowali wyja-
$ni¢ ztozone mechanizmy odpowiedzialne za po$miertng tenderyzacj¢ migsa.

Pierwszg, naukowo potwierdzong informacje nt. korzystnego wptywu przecho-
wywania migsa post mortem przez 8 dni na zwigkszenie jego kruchosci o ok. 30 %
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przedstawit Lehmann (cyt. za[42]) w 1907 r. Badania przeprowadzone w latach 70. i
80. XX w. potwierdzity, ze wszystkie zmiany obserwowane w mig¢sniach szkieleto-
wych po uboju, zwigzane z poprawa kruchosci migsa, sa wynikiem proteolizy. Niekto-
rzy badacze wskazywali jednak na nieproteolityczny mechanizm kruszenia migsa wo-
tlowego [79]. Gléwnymi proteazami analizowanymi w tamtym okresie byly
lizosomalne katepsyny i enzymy zalezne od jonow Ca [42, 52].

Teorie nieenzymatyczne

W latach 90. XX w. sformutowano jedng z najbardziej kontrowersyjnych teorii
tenderyzacji mi¢sa, okre$lang jako wapniowa teoria kruszenia [77]. Podstawowym
zatozeniem tej teorii, o charakterze nieenzymatycznym, byto przypuszczenie, ze de-
gradacja biatek cytoszkieletowych i tenderyzacja mig¢sa zachodzg tylko w wyniku dzia-
fania jonow wapnia, tzn. bez udziatu proteaz. Efektem dziatania jonow wapnia byto
ostabienie struktury miofibryli i filamentow posrednich (poprzez uwolnienie fosfolipi-
dow z matrycy linii Z), zmiana w filamentach konektyny, nebuliny i desminy oraz
prawdopodobnie (w wyniku degradacji proteoglikanow) ostabienie struktury endomy-
sium 1 perimysium [77].

Innym, przedstawionym w latach 90., mechanizmem charakteryzujacym zmiany
w miesniach po $mierci zwierzat byla teoria tagczaca wzrost wewnatrzkomorkowego
cisnienia osmotycznego (osmotic pressure) z enzymatycznym kruszeniem migsa.
W czasie rigor mortis wewnatrzkomorkowe ci$nienie osmotyczne (tj. sita jonowa)
zwicksza si¢ prawie dwukrotnie, wykazujac $cisty zwiazek z wartoscig pH (r = 0,97)
[60]. Sugerowano, ze przyczyng duzego wzrostu cisnienia osmotycznego w komorkach
sg gtownie jony Na*, K, Ca*" i Mg®" (uwolnione w $rodowisku o niskim pH) zwiazane
zwykle z biatkami [64]. Duza sila jonowa (0,3 M) determinuje rozpuszczalnos$¢ biatek
strukturalnych (m.in. biatka C i M, troponiny T, aktyny, tropomiozyny i a-aktyniny)
[80, 81] i zmiang aktywnosci ATPazy miofibrylarnej w trakcie poubojowego dojrze-
wania [60]. Przypuszcza si¢, ze wystgpujaca po ustapieniu rigor mortis sila jonowa
(0,24 + 0,30 M) jest wystarczajaca do uzyskania cze$ciowej dysocjacji struktur miofi-
brylarnych i zwigkszenia ich podatnosci na zmiany proteolityczne. Hipoteza ta wyma-
ga jednak dalszych badan [10].

Teorie enzymatyczne

Obecnie wigkszos¢ autoréw jest zgodna, ze mechanizm tenderyzacji migsa jest
enzymatyczny w swojej naturze i uczestniczy w nim kilka wewnatrzkomérkowych
systemOow proteolicznych (proteaz), a pierwszym etapem konwersji (przeksztatcania)
mig$ni w migso jest apoptoza, tj. doktadnie regulowany i ztozony energetycznie proces
$mierci komérki [19, 62]. W tym konteks$cie pierwszym systemem proteolitycznym
uczestniczacym w konwersji mig$ni w migso jest grupa kaspaz (peptydaz cysteino-
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wych) inicjujacych (initiator caspases) 1 wykonawczych (executor caspases), ktore
odpowiadaja za degradacj¢ biatkowych sktadnikow komoérkowych. Do innych syste-
moéw proteolitycznych nalezg kalpainy (endopeptydazy cysteinowe), proteasomy (pro-
teinazy multikatalityczne lub multikatalityczny kompleks proteolityczny — MPC),
katepsyny (enzymy lizosomalne), metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowe;j
(matrix metaloproteaz), trombina, plasmina itd., ktére uczestniczg w procesie rozpadu
komorki, chociaz wcigz nie jest wiadomo, w jakim porzadku i zakresie przebiega ten
proces [44, 61]. W procesie tenderyzacji mig¢sa uczestniczg wszystkie proteazy we-
wnatrzkomoérkowe oraz prawdopodobnie proteazy zewnatrzkomorkowe, takie jak pla-
zmina czy trombina, ktére maja jednak znaczenie drugorz¢dne. Przyjmuje si¢, ze
glownymi substratami systemow proteolitycznych sg przede wszystkim biatka cytosz-
kieletowe, tworzace struktur¢ widkna migsniowego. W migséniach szkieletowych ziden-
tyfikowano tacznie 15 proteaz [62].

Rola kalpain

Proteolityczny system kalpainowy sklada si¢ z kalpainy 1 (), kalpainy 2 (m),
kalpainy 3 (p94) i kalpastatyny (specyficznego, endogennego inhibitora kalpain). Dwa
pierwsze enzymy, nalezace do proteaz aktywowanych wapniem, nazwano p-kalpaing
i m-kalpaing, odpowiednio do poziomu stezenia jonéw Ca®” (uM lub mM) konieczne-
go do ich uaktywnienia (tab. 1) [22, 23]. Przyjmuje si¢, ze aktywno$¢ i poziom kalpain
decyduja o tempie i zakresie tenderyzacji, tzn. im wyzsza jest ich aktywno$¢ oraz
wigksza warto$¢ proporcji kalpaina : kalpastatyna, tym czgsciej uzyskuje si¢ kruche
migso. Wykazano ponadto, ze substratem kalpainy jest rowniez kalpastatyna, jednak
peptydy powstajace w wyniku hydrolizy nadal wykazujg zdolno$¢ hamowania aktyw-
nosci kalpain [45].

Enzymy nalezace do tego systemu, tzn. kalpaina 1 i kalpaina 2 sg kodowane przez
geny CAPN1 i CAPN2, a inhibitor kalpastatyna przez gen CAST [44]. Wskazuje si¢
rowniez na to, ze geny kodujace ww. enzymy (jako geny kandydujace) moga by¢ row-
niez zmiennymi krucho$ci migsa [11, 31, 35].

Kalpainy uzyskuja optimum aktywno$ci w srodowisku o pH ok. 7,0 i w temp.
25 °C. Stopien inaktywacji proteolitycznej p-kalpainy zwigksza si¢ wraz z obnizaniem
warto$ci pH (pH < 6,0) 1 wzrostem temperatury [3, 42]. Wykazano jednak, ze oczysz-
czone miofibryle sg degradowane przez p-kalpaing w temp. 4 °C i przy pH = 5,6
w obecnosci CaCl, [29].

Aktywno$¢ p-kalpainy post mortem zmniejsza si¢ szybko i ustaje po 72 h,
w przeciwienstwie do stabilnej aktywnosci m-kalpainy [42]. Uwaza si¢, ze u-kalpaina
odpowiada za tenderyzacj¢ w pierwszej fazie, a m-kalpaina i inne proteazy warunkujg
proteolize w pdzniejszym okresie dojrzewania [22]. Nie ma natomiast zgodnos$ci odno-
$nie do roli kalpainy p94 w procesie tenderyzacji [39].
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Tabela 1. Oszacowana ilo§¢ wapnia [uM] niezbg¢dna do aktywacji, autolizy i interakcji z kalpastatyna
Table 1.  Estimated calcium concentration [uM] needed for activation, autolysis and interaction with

calpastatin
Zautolizowna Zautolizowana
Wriasciwos¢ kalpain p-kalpaina p-kalpaina m-kalpaina m-kalpaina
Property of Calpain Autolysed p-calpain Autolysed m- m-calpain
p-calpain calpain
Aktywnos¢ proteolityczna 0,5-2 3-50 50-150 400-800
Proteolytic activity
Wigzanie kalpastatyny 0,042 40 25 250-500
Calpastatin binding
Autoliza — fosfolipidy
. L - 50-150 - 550-800
Autolysis—phospholipids
Autoliza + fosfolipidy
Autolysis+phospholipids ) 0,8-50 i 90-400

Objasnienia: / Explanatory notes:

Podane warto$ci wyznaczaja ilo§¢ niezbgdna do potowy maksymalnej aktywnosci, wiazania lub tempa
autolizy / Above values represent the amount required for half maximal activity, bindings, or rate of autol-
ysis.

Zrédlo: / Source: [39] cyt. za [23]/[39] according to [23]

Nalezy podkresli¢, ze aktywnos$¢ kalpain uzalezniona jest rowniez od procesow
utleniania, ktére hamujac tempo poubojowej proteolizy bialek, ograniczajg poprawe
krucho$ci migsa. Zaréwno p-, jak i m-kalpaina sg szczegolnie podatne na inaktywacje
ze wzgledu na obecno$¢ w centrum aktywnym grupy SH’, pochodzacej od reszt cystei-
ny [47, 51]. Ponadto tworzenie wigzan sieciujgcych pomigdzy biatkami miofibrylar-
nymi (np. fancuchem ci¢zkim miozyny a titing), jak rowniez oksydacja enzymoéw pro-
teolitycznych, moga przyczynia¢ si¢ do zmniejszania rozpuszczalnosci bialek poprzez
obnizenie zdolnosci do dysocjacji, co wplywa na zmniejszenie wodochtonnosci, soczy-
stosci oraz kruchos$ci miesa [30, 51].

Rola katepsyn

Obecnie uwaza si¢, ze kruszenie migsa przy udziale katepsyn jest raczej mato
prawdopodobne, mimo ze wykazuja one aktywnos$¢ enzymatyczng wzgledem miozyny,
aktyny 1 a-aktyniny [44]. Do katepsyn zalicza si¢ ok. 20 r6éznych enzyméw, w tym
egzo- i endopeptydazy. Zwykle sg one klasyfikowane do trzech rodzin proteinaz:
aspartylowych (katepsyna D i E), cysteinowych (katepsyna B, H, L i X) oraz seryno-
wych (katepsyna G) [72]. Przed $miercig komorek wigkszos¢ katepsyn zlokalizowana
jest w lizosomach mig$ni. Wezesniej sugerowano, ze katepsyny nie sg uwalniane do
cytoplazmy, nawet po zastosowaniu stymulacji elektrycznej tusz, a zatem nie moga
wplywaé na proces tenderyzacji migsa [43, 44]. Potwierdzono, ze niskie pH i wysoka
temperatura tusz ulatwiajg niszczenie bton lizosomalnych, a katepsyny sg stopniowo
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uwalniane do cytozolu, biorgc istotny udziat w dojrzewaniu post mortem [41]. Wska-
zuje na to rowniez dodatnia korelacja pomig¢dzy aktywnos$cig katepsyn (B i L) 1 kru-
choscig migsa wolowego [57]. Ponadto katepsyna L hydrolizuje znaczaca ilos¢ biatek
miofibrylarnych (w tym miozyng i aktyne oraz troponing T, I, C, nebuling, titing i tro-
pomiozyng), ktore sg degradowane w czasie poubojowego kondycjonowania [52].
Z kolei katepsyny K, L, N i S wykazujg zdolno$¢ rozktadu widkien kolagenowych
[41]. Okreslona aktywnos¢ katepsyny D moze by¢ konsekwencja ekspresji genu
CATD, a jego warianty, w tym locus, moga by¢ skorelowane z parametrami jakos$ci
migsa wotowego. Stad tez w przypadku krucho$ci migsa locus CATD mozna trakto-
wac¢ jako gen kandydujacy [69].

Rola proteosomow

Innym czynnikiem odpowiedzialnym za tenderyzacje migsa po uboju sg protea-
somy — bardzo duze kompleksy biatkowe zlokalizowane zarowno w miegs$niach, jak
i w cytoplazmie, zalezne od ATP i ubikwityny (bgdacej markerem biatek przeznaczo-
nych do eliminacji) [18, 39]. Rola proteasomow w procesie kruszenia migsa byta po-
czatkowo pomijana [44]. Wykazano jednak, ze aktywno$¢ proteolityczna proteasomu
20S, okreslanego mianem MPC (multikatalitycznego kompleksu proteolitycznego)
[13], jest niezalezna od ATP i ubikwityny, moze on zatem uczestniczy¢ w posmiertnej
proteolizie [39], nawet do 7 dni od uboju i pH < 6,0 [46].

Rola metaloproteinaz

Kolejng grupa enzymow, ktéore moga bra¢ udzial w tenderyzacji migsa sg metalo-
proteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP). Sa to endopeptydazy aktywne
w srodowisku o obojetnym lub lekko zasadowym pH, zalezne od obecnosci cynku
ijonow wapnia. llos¢ MMP w komodrkach wzrasta gwaltownie po kontuzji migsni,
odnerwieniu, niedotlenieniu tkanek i w wielu stanach chorobowych. Sugeruje sie, ze
MMP i ich inhibitory uczestnicza w programowanej $mierci komorki (apoptozie).
W zaleznos$ci od budowy oraz swoistosci substratowej, wsrod metaloproteinaz wyrdz-
nia si¢: kolagenazy, zelatynazy, stromielizyny (rozktadajace biatka stromy) oraz matry-
lizyny (rozktadajace biatka matrycowe). Przypuszcza si¢, ze w trakcie zmian poubojo-
wych migsa dziatanie MMP zwigzane jest przede wszystkim z degradacja struktur
srodmiesniowej tkanki tgcznej [65, 67, 72], ktoéra w przypadku kolagenu jest ograni-
czona [1]. Obserwowano jednak zwigkszenie aktywno$ci metaloproteinaz w trakcie
chlodniczego przechowywania migsa strusi [65] 1 jagnigciny [75]. Niektore metalopro-
teinazy wykazuja zdolnos¢ do proteolizy typowo substratowej, tzn. ograniczonej tylko
do tkanki tacznej, a nie biatek miofibryli. Endogenne MMP moga by¢ tez uzyte in vivo
do tworzenia mniej dojrzatych struktur kolagenu w migsniach zwierzat. Pozwala to
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uzyska¢ migso o mniejszej twardo$ci, a tym samym o pozadanej kruchosci, ktore ta-
twiej ulega termohydrolizie [67].

Programowana smier¢ komorki

Inna hipoteza wyjasniajgca przemiany zachodzace w mig$niach po uboju wskazu-
je na proces apoptozy, tzn. programowanej $mierci komorek (apo — odlegtosé, ptosis —
wypadnigcie). Jest to mechanizm fizjologiczny, naturalnie wystepujacy w zywych
organizmach, zapewniajacy selektywng eliminacj¢ komorek zbytecznych, zuzytych,
uszkodzonych lub potencjalnie niebezpiecznych dla organizmu (bez uszkodzenia sg-
siednich struktur) [62]. Po wykrwawieniu zwierzat tkanki przechodza w niedokrwien-
ny stan beztlenowy, ktory wptywa na wszystkie szlaki metaboliczne i prowadzi do
adaptacji wigkszosci (lub nawet wszystkich) procesow metabolicznych [62]. Drugim
etapem jest ochrona funkcji komorki poprzez zwigkszenie koncentracji bialek szoku
cieplnego (Heat Shock Proteins — HSPs), w tym HSP 70, 40, 27, 20, afp-krystaliny
i prawdopodobnie innych [61].

W procesie $mierci komorki zachodzg dobrze poznane zmiany, np. skurczenie
komorki, eksternalizacja (uzewngtrznienie) fosfatydyloseryny wraz ze zmiang mito-
chondriow [4, 14]. Uwalniany jest uktad pro- i antyapoptotycznych biatek z mitochon-
dridéw, a ich proporcja okresla tempo i zakres apoptozy. Opisane zjawisko wystepuje
m.in. po uboju i wykrwawieniu zwierzat rzeznych, bowiem wszystkie komorki i tkanki
sa nieodwracalnie pozbawiane substancji odzywczych i tlenu [62]. W tych warunkach
srodowiska komorki migéniowe zmuszone sg do zainicjowania procesu apoptozy (czyli
zaprogramowanego ,,samobojstwa”). Wymienione peptydazy specjalizuja si¢ bowiem
w niszczeniu komorek i prawdopodobnie jako pierwsze degraduja kluczowe biatka
utrzymujace zlozong strukture przestrzenng miofibryli w komorkach migsniowych oraz
utatwiajg dziatanie innych wewnatrzkomorkowych systeméw proteolitycznych (odpo-
wiedzialnych za hydrolize sktadnikow komorkowych i organelli), takich jak: katepsy-
ny, kalpainy, proteasomy i inne [61].

Wszystkie peptydazy biorgce udziat w apoptozie okresla si¢ mianem kaspaz (ca-
spases). Kaspazy (aktualnie zidentyfikowano ich 14) sg obojetnymi peptydazami cyste-
inowymi, ktorych aktywno$¢ jest uzalezniona od pH migséni 1 obecnosci jondw wapnia
[59, 62, 76]. Kaspazy wykazujg ponadto zdolno§¢ degradowania i inaktywacji kalpa-
statyny [39]. Apoptoza i jej zwigzek z innymi teoriami dotyczgcymi tenderyzacji tkan-
ki migsniowej jest nadal nowoscig w wyjasnianiu procesu konwersji mi¢sni w migso,
wymagane sg zatem dalsze badania weryfikujgce ten mechanizm.

Nalezy nadmienié¢, ze odnotowuje si¢ coraz wigcej dowodow na interakcje po-
migdzy systemami proteaz kalpainowych i kaspazowych, ktore rozszczepiajg te same
docelowe substraty biatkowe, jak: aktyna, aktynina, miozyna, spektryna, vimentyna
oraz troponina I [74]. Nie sg to jedyne podobienstwa. Wzajemne powigzania pomig¢dzy
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tymi dwoma rodzinami sg bardziej ztozone. Kaspaza 12 moze by¢ aktywowana przez
kalpainy. Kalpastatyna znana jest jako substrat kaspaz. Kaspazy moga kontrolowac
proteolize post mortem i krucho$¢ migsa poprzez wptyw na kalpastatyne. Konieczne sg
dalsze badania w celu zrozumienia mechanizmu tego procesu, jak rdwniez interakcji
pomigdzy roznymi systemami proteolitycznymi [38].

Coraz wigkszg role w ksztattowaniu koncowej jakos$ci migsa przypisuje si¢ licznej
grupie biatek opiekunczych, tzw. biatkom szoku cieplnego (HSP/Hsp), m.in. Hsp70,
Hsp40 1 Hsp27, Hsp20 i af-krystalinie, ze wzglgdu na ich antyapoptotyczne funkcje.
Ekspresja HSP w komorce zwigksza si¢ na skutek odziatywania réznych czynnikow
stresogennych, np. podwyzszonej temperatury (,,biatka stresu”). Po uboju zwierzat
poziom HSP jest stymulowany w odpowiedzi na stres i $Smier¢ komoérek migsniowych.
W konsekwencji biatka te spowalniajg proces apoptozy komorek, hamujac wiasciwe
dojrzewanie migsa [50, 62]. Wykazano przy tym, ze aktywnos¢ HSP20, HSP27 czy
ap-krystaliny jest zalezna od pH tkanki mig¢$niowej [49].

Inhibitory najwazniejszych enzymow

W latach 80. XX w. poszukiwania biologicznych predyktorow koncowej
krucho$ci migsa skoncentrowane byly na udoskonalaniu pomiarow aktywnos$ci
enzymatycznej, zwlaszcza z wykorzystaniem pomiaréw fluorescencji, ktore sg bardziej
czute niz pomiary spektofotometryczne. Nadzieje wigzano z oznaczaniem aktywnosci
enzymow proteolitycznych. Okazaty si¢ one jednak nieprzydatne w przewidywaniu
krucho$ci migsa. W tym konteks$cie, jak wykazano w przypadku kalpain [63], proteaz
cysteinowych [73] 1 kaspaz [21, 82], bardziej odpowiednimi predyktorami kruchosci
(wspolnie lub pojedynczo) byly parametry okreslane w chwili $mierci: proporcja
enzym/inhibitor lub stg¢zenie inhibitora anizeli poziom docelowych enzymow (tab. 2).
Wyniki badan z kalpastatyng (wspolnym specyficznym inhibitorem kalpainy 1 i 2),
byty nieprzekonujace i nieweryfikowalne. Jako potencjalne markery cystatyny (grupa
inhibitorow proteaz cysteinowych) zostaty zidentyfikowane tylko w jednym badaniu
[73]. Najlepszymi predyktorami kruchosci migsa (sposréd analizowanych trzydziestu
zmiennych ilo$ciowych) okazaly si¢ inhibitory proteazy serynowej [82, 83]. Ta
nieoczekiwana wlasciwo$¢ byla wyjatkowym zaskoczeniem, poniewaz nie
stwierdzono, aby jakakolwiek proteaza serynowa brala udzial w ,rozluznianiu”
miofibryli [21, 60].

Pozniejsze badania migsni bydlta majace na celu identyfikacje inhibitorow
wewnagtrzkomérkowych proteaz serynowych wykazaty, ze wigkszos$¢ z nich nalezy do
nadrodziny serpin (akronim SERine Proteases INhibitors) [58]. Potwierdzono zwigzek
serpin (z grupy SERPINA3) hamujacych aktywnos¢ kaspaz z kruchoscig migsa [21,
82]. Zidentyfikowanym inhibitorem trombiny jest enzym zlokalizowany na poziomie
synaps mi¢$niowych, okreslony jako antytrombina III [26]. Chociaz zidentyfikowano
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juz w zasadzie inhibitory proteaz z rodziny papain, kalpain i kaspaz, to wcigz niewiele
wiadomo na temat inhibitorow proteasoméw, ktore bezsprzecznie sg obecne w komor-
ce miesniowej [61].

Tabela 2. Najwazniejsze peptydazy biorace udzial w konwersji mie$ni do migsa i ich inhibitory
Table2.  Main peptidases involved in muscle-meat conversion and their inhibitors

Enzym Inhibitor Zrodto
Enzyme Inhibitor Reference
Kalpainy 112 [pim] kalpastatyna (izoformy) 63, 68]
Calpains 1 and 2 [ and m] calpastatin (isoforms) ?
Katepsyny: B, H, L, S cystatyny
Cathepsins: B, H, L, S cystatins (17, 72]]
Proteazy cysteinowe (stefins, nystatins, kininogens, glycated cysta- ’
Cysteine proteases tins)
Kaspazy: inicjacyjne HSP (heat stress protein)
i efektorowe IAP (inhibitors of apoptosis protein)
Caspases: initiator and serpiny (SERine Protease Inhibitors) 2.5, 20,21, 36, 70]
effector ap-crystallin
Proteazy serynowe serpiny (SERPINA 3)
Serine proteases serpins (SERPIN3) 21,72, 82, 83]
Trombina antytrombina III [26]
Thrombin antithrombin I1I

Potencjalne markery kruchoS$ci miesa

Od okoto 20 lat poszukuje si¢ wiarygodnych biologicznych markeréw kruchosci
migsa, ktore umozliwityby: 1) klasyfikacje elementéw uzyskanych tuz po uboju na
podstawie ich koncowej kruchosci, 2) genetyczng selekcje zwierzat na podstawie jako-
$ci migsa. Dotychczas nie zidentyfikowano takich markeréw, prawdopodobnie z uwagi
na niewystarczajace poznanie mechanizmow biologicznych odpowiedzialnych za po-
prawe tekstury miesa post mortem [61]. Jakosciowe markery mogg bowiem odzwier-
ciedla¢ rozne szlaki metaboliczne biorace udzial w poprawie krucho$ci migsa post
mortem. Dotychczas zidentyfikowane potencjalne markery kruchosci migsa (ok. 20)
zostaty sklasyfikowane na podstawie metabolicznych lub biologicznych procesow,
w ktorych biorg udziat. Najczesciej wyrdznia si¢ markery energetycznego szlaku gliko-
litycznego 1 oksydatywnego oraz biatka szoku cieplnego (HSP) [61].

Glikoliza jest procesem dwufazowym, a wszystkie markery glikolitycznego szla-
ku energetycznego to enzymy glikolityczne. Sposrod 5 enzymow uczestniczacych
w pierwszej fazie, dwa zidentyfikowano jako potencjalne markery kruchosci, tzn. fos-
foglukomutazg [7, 9] i izomerazg triozofosforanowa [40]. W przeciwienstwie do
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pierwszej fazy, enzymy uczestniczgce w drugiej fazie glikolizy (5 z 6) zostaly w wigk-
szosci zidentyfikowane jako wiarygodne markery kruchosci. Naleza do nich: dehydro-
genaza aldehydu 3-fosfoglicerolowego, kinaza fosfoglicerynianowa [33], enolaza (hy-
drataza fosfo(enolo)pirogronianowa), kinaza pirogronianowa 1 dehydrogenaza
mleczanowa [12, 48, 66]. Innym potencjalnym markerem jest dehydrogenaza aldehy-
dowa [33]. Z oksydatywnego szlaku metabolicznego wytypowano 7 markerow krucho-
$ci: dehydrogenaze 3-hydroksyizomaslanu [32, 33], dehydrogenaze B-hydroksyacylu
CoA [24, 66], cytochrom c [15] i1 trzy markery biorace udziat w cyklu Krebsa (dehy-
drogenaze bursztynianows, syntaze bursztynylo Co-A i1 dehydrogenaze¢ izocytryniano-
wa) [24, 27, 33, 40, 84]. Biatka szoku cieplnego (HSP 27, 40, 60, 70) to potencjalne
biomarkery cech jakosciowych migsa, m.in. kruchosci [53]. Stwierdzono ujemng kore-
lacje Hsp27 1 ap-krystaliny z krucho$cig, soczysto$cig i smakowito$cig migsa wotowe-
go [6] oraz z udziatem barwy czerwonej (a*) i jasnoscig (L*) [40]. Do innych poten-
cjalnych markerow krucho$ci migsa zaliczane sg takze bialka regulujgce proces
apoptozy komoérek migsniowych post mortem. Niektorzy autorzy wykazali zwiazek
zaawansowania tenderyzacji migsa z r6zng koncentracjg anneksyny Al (lipokortyna-1)
i anneksyny A6 [8, 85]. Dwa inne potencjalne markery kruchosci, to galektyna 1
(Galectin 1) [8, 84] i peroksyredoksyna-6 (Peroxiredoxin-6) [34].

Podsumowanie

Z wyjatkiem opublikowanej w 1996 r. wapniowej teorii kruszenia migsa, przyj-
muje si¢ powszechnie, ze konwersja migsni do migsa jest regulowana przez zlozone
interakcje proceséw biochemicznych majacych miejsce w czasie przechowywania tusz
po uboju. Potwierdzono, ze apoptoza (nie nekroza) jest najwazniejszym kierunkiem
przemian po $mierci komorki w migs$niach szkieletowych post mortem, poprzedzajac
posmiertng proteoliz¢ i tenderyzacj¢ migsa. Proteoliza enzymatyczna zmienia twardg
tkanke mig$niowa w bardziej delikatne migso. Jednak tempo i zakres tenderyzacji mig-
sa sg zmienne, uwarunkowane licznymi i niezaleznymi od siebie czynnikami. Jednym
z waznych czynnikow jest stezenie 1 aktywno$¢ obecnych w migsniach szkieletowych
endogennych proteaz.

Gloéwnag role w posmiertnej proteolizie odgrywa system kalpainowy, a zwlaszcza
u-kalpaina. Jej specyficzny inhibitor — kalpastatyna znaczaco wplywa natomiast na
krucho$¢ migsa. Przyjmuje si¢ ponadto, ze zarowno proteoliza, jak i tenderyzacja sa
procesami wieloenzymatycznymi, w ktorych uczestniczg kalpainy, katepsyny, protea-
somy oraz system kaspaz. linhibitory sg lepszymi predyktorami kruchos$ci migsa niz
docelowe enzymy, stad wielu autorow sadzi, ze badania zmierzajace do pelnego po-
znania i scharakteryzowania inhibitoroOw proteaz w tkance mig$niowe]j przyczynig si¢
do wyjasnienia funkcji réznych endogennych systemoéw proteolitycznych w posmiert-
nej tenderyzacji migsa.
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Podkresli¢ jednak nalezy, ze koncowa kruchos$¢ migsa nie jest uwarunkowana wy-
tacznie proteoliza, ale rowniez temperaturg, warto$cig pH, dlugoscig sarkomerow
1 zawartoscig kolagenu w migsniach. Wszystkie te czynniki moga wpltywaé na jako$¢
migsa 1 w sposdb bezposredni lub posredni ksztalttowac potencjat proteolityczny mig-
$ni.
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THEORIES CONCERNING NATURAL TENDERIZATION PROCESSES
IN POST MORTEM MEAT

Summary

Of the various meat properties, which impact its quality, tenderness is the most important for the con-
sumer. During the post mortem conversion of muscle to meat, a complex process of meat tenderization
occurs. For a long time now, researchers in this field of science have been particularly interested in the
mechanism of meat tenderization. Despite intensive studies, the crux of those processes is not thoroughly
recognized. In the review paper, main theories are presented, which refer to the mechanisms of meat ten-
derization, both the non-enzymatic (calcium theory of meat tenderization, effect of osmotic pressure) and
the enzymatic theories (processes including proteolytic endogenous enzymes: calpains and calpastatin,
caspases, cathepsins, proteasomes, and matrix metalloproteases). The enzymes in question are likely to be
engaged in the post mortem proteolysis of muscle proteins. Moreover, potential markers are discussed of
different metabolic pathways that participate in developing the post mortem meat tenderness.

Key words: meat, tenderization, theories, tenderness, markers for tenderness
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