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ABSTRAKT

Diplomova prace je zafena na sledovani zm proteinového profilu haiziho masa &
hem jeho zrani. Proteinovy profil byl zigvan ve svaloviétmladych byk pomoci metody
SDS-PAGE. Vzorky masa byly analyzovanyizmé fazi zralosti, od vzotk24 hodinpost
mortemaz po dobu zrani 4 tydnProteiny byly zjifovany v mase syrovém a take tegeln
opracovaném. V teoretick#asti této prace je st¥né popsana charakteristika masa, jeho
chemické slozeni a biochemické a enzymatické pyogesbihajici Bhem zrani masa. Po-
znatky z teoretickéasti a vysledky zasti praktické byly diskutovany s dostupnou litarat
rou. Ve vzorcich syrového masa byl zaznamenan yg&st detekovanych proteimez ve

vzorcich masa tepeiropracovaného.

Kli¢ova slova: hod¥zi maso, protein, zrani, SDS-PAGE

ABSTRACT

This thesis is focused on monitoring changes optioéein profile of beef during its aging.
The protein profile was investigated in muscle obiyg bulls using the SDS-PAGE. The
meat samples were analyzed at different stagegingafresh samples (up to 24 hopisst
morten) and also matured meat (up to 4 weeks of ripenivege observed. Proteins were
determined in raw meat as well as meat after meatrhent. The characterization of meat,
its chemical structure, biochemical and enzymatac@sses during the aging of meat are
shortly described in the theoretical part of tihiesis. The knowledge of the theoretical part
as well as practical results were along with thailable literature discussed. Higher num-

ber of proteins was detected in the raw meat inpaoson with meat that was heat-treated.

Keywords: beef, protein, aging, SDS-PAGE
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UvoD

Maso je sodiasti vyzivy nejméé 2 miliony let. Je nutiiné velmi hodnotnou potravinou,
senzoricky ce¢nou a Siroce konzumovanou potravinou. Eldvmaso zaujima ve vyaiv
lidi celoswtové a dlouhodob vyznamnou pozici. \Ceské republice se od roku 2001 po-
hybuje spaieba ho¥ziho masa zhruba na hod&diO kg na pimérného obyvatele a rok.
V roce 2009, ktery je zatim poslednim statistickglfiocenym rokem, je tato hodnota 9,5

kg na ptimérného obyvatele a rok [1, 2].

Maso je velmi bohaty a univerzalni zdroj Zivin aeggie. Jeho primarni vyznam sja
v obsahu proteiin Proteiny masa jsou oztwvany jako tér plnohodnotné, jelikoZz obsa-
huji vS8echny esencialni aminokyseliny a to ve vevém pordru z hlediska jejich vyuZziti

pro stavbudinich bilkovinéloveka [3].

Maso je také vyznamnym zdrojem t&nvSech vitamif, nejvyssi podil na kryti fyziolo-
gickych poteb lidského organizmu zabezpge B, a dalSi vitaminy skupiny B (riboflavin,
niacin a pyridoxin). Z mineralnich latek je masaogdm drasliku, vapniku, kigku a e-
devSim Zeleza, hexi maso je navic tdezitym zdrojem zinku. Vyznam Zeleza je dan

zejména jeho vysokou vyuZitelnosti oproti Zelezastlinnych materidi [9].

Maso jako potravinova surovina musimgplat pozadavky na zdravotni nezavadnost a po-
Zadavky nejen na kvalitu nutrii, ale také senzorickou, hygienickou, kulinarnéehnolo-
gickou. Maso jako potravinova komodita je matenaleelmi dynamicky se gmicim a
spsjicim ke zkaze. VSechny potraviséé technologie maji do svych posigarazeny také
konzerv&ni metody a principy, které vedou k udrzitelnostirpvin nad jejich obvyklou
mez. V gipact masa jeitba velmi dote znét pitbéh a dynamiku postmortalnich bioche-
mickych znén [3].

U howziho masa se v praxi jevi jako nejzavgZnproblém jeho nedost&tee vyzrani.
Howvézi maso zraje nejdéle z u nas vyuzZivanych #Zdnojasa, coZ neni ffznivé
z ekonomického hlediska, a proto &esto vyskladuje, distribuuje a zpracovavaegotas-
n¢. Zkraceni doby zrani zhorSuje senzorické, tectgicke a kulinarni vlastnosti héziho
masa [3, 13].

Kvalita ceského ho¥ziho masa je veliceiznoroda, ma na ni podil velky & rozmani-
tych vlivi,, zejména o jaky uzitkovy typ jde, zda kg ¢i masny. NasSim podminkam vy-

hovuje kombinace obowdhto typi. DalSim vlivem je ¥k zvifat. NejlepSi senzorické a
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kulinarni vlastnosti vykazuiji jalovice a volci deal let wku. S prodluzujicim &kem krav
se meéni konformace kolagenu, textura masa se zhorSugspree stava tuzsim a tvrdSim.
Také pohlavi ovliviuje kvalitu, maso jalovic a volkbyva kehké a gavnaté s vysSim ob-

sahem vnitrosvalového tuku, maso by& sussi [1].

Maso dosahuje optimalni kvality pro kulinarni ahteglogické vyuZziti viiznych ¢asech
post mortema to v zavislosti na druhu masa a teplatnalost, respektovani a vyuZziti
postmortalnich zgn je podminkou optimalniho upla&m masa pro fipravu pokrni

v rodirg nebo spoléném stravovani a pro zpracovani na bohaty sortimgobkii z masa
[4].

Diplomova prace se zabyva p&postmortalnimi zrénami. Nejprve z teoretického hledis-
ka je popséano histologické a chemické sloZzeni ndi#a,jsou popsany biochemické, struk-
turni a funkni zmeny svalové tka& bchem zrani masa, zejménimnost endogennich en-
zymi. V praktickécéasti jsou sledovany ziny proteinovych profil deviti mladych byi.
Proteinové profily byly zji&ny pomoci metody SDS-PAGE u lyofilizovanych vzibrka-

sa syrového a tep&lmpracovaného a nasledprodiskutovany s dostupnou literaturou.
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|. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA MASA

Za maso jsou povazovany vSecht@sti €l Zivocicha, véetns ryb a bezobratlych, vers-
tvém nebo upraveném stavu, které se hodi k lidgk&& V uzSim slova smyslu se vSak
masem rozumi jen kosterni svalovina, a td’ lmamotné svalova tkénebo svalova tké
véetne vmezéeneho tuku, cév, nelly vazivovych a jinychtasti, které jsou ve svalowin

obsazeny [5].

NejcastjSim zdrojem masa jsou domaci (domestikovandjatvi zejména tzv. velka ja-
tecni zvirata (skot, prasata, ovce, kozy) albz (kdata, slepice, kachny, husy;iky, per-
licky), mér¢ je vyuzivana lovna 2%, zijici volné nebo v chovu na farmach (jelen, srnec,

prase divoké, zajic, bazant) [7].

V natizeni evropskéeho parlamentu a r&dy53/2004, kterym se stanovi zvlastni hygienic-
ka pravidla pro potraviny Ziv@sného ivodu se masem rozumi poZivatelné dily nize uve-

denych zviat wetrg krve:
o Domaci kopytnici domaci skot, prasata, ovce, kozy a domaci lichgtkici.
o Dribez— domaci dibez etré ptaki, ktei nejsou povazovani za domaci, ale jsou
chovani jako domaci zkdta, s vyjimkou BZca.
0 Zajicovci- kralici, zajici a hlodavci.

o Volre Zijici zwr — volrg Zijici kopytnici, zajicovci a jini suchozemsti sgwkteri

jsou loveni k lidské sp&ths a jsou povazovani za varreijici zwi dle pravnich

piedpigi danychélenskych stét a také vols Zijici ptaci, ktéi jsou loveni k lidské
spotekz.

o Farmova zvr — farmovi Zci (pStrosi) a suchozemsti farmovi savcingajeleni,
mufloni, divoka prasata), ktenejsou uvedeni mezi domacimi kopytniky.
o Drobna volr Zijici zwr — volre v prirodé Zijici pernata z& a zajicovci.

o Velka vol@ zijici zwr — volré v piirod Zijici suchozemsti savci, na které se ne-

-y

vztahuje definice drobné vdrzijici zwte [29].

Dle vyhlasky Ministerstva zetdgIstvi Ceské republiky. 326/2001 Sb. v platném &mi se
rozumi ho¥zim masem maso mladého byka, byka, volka, jaloai&eavy. Pro tely této

vyhlasky jsou definovany druhy hé&eiho masa:
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o Mlady byk— nekastrované zid sandiho pohlavi starSi nez 12¢ésiai a do 24 nisi-
ca veetre.

0 Byk- nekastrované ztd sandiho pohlavi ve ¥ku od 24 ngsiaa.

0 Volek— kastrované zi# santiho pohlavi starSi nez 12ésiai.

o Jalovice— neotelené zi# samtiho pohlavi starsi 12 &siai.

0 Krava- zvire samiiho pohlavi starsi 12 &siai, ktera se jiz otelila [6].

Maso ma slozitou a velmiiznorodou histologickou strukturu, préniivé chemické slo-
Zeni, technologické a organoleptické vlastnostul@tira i sloZeni zavisi na @gpobu Zivo-

ta, funkci jednotlivychtasti €la a naract intravitalnich vlivi (druh zvfat, plemeno, pohla-
vi, vék, zpisob vyZivy, zdravotni stav), flsehu posmrtnych zgn i zpisobu zpracovani

[8].

1.1 Histologicka stavba masa

Struktura masa je tvena bukami uspdadanymi do soubér— tkani. Tkas jsou tvaeny
populacemi bukk, které majicasto podobnou morfologickou charakteristiku, jspacia-
lizované pro vykonavani &ité funkce a jsou stejnéhdiyodu. Vznikaji @¢lenim a diferen-
ciaci burgk pavodnich tkani. Prostor mezi fkami vyphuje mezibugcnid hmota. Je to

tekuta az tuha hmota, ktera obsahuje vidkna (fipallamely [5, 9].
V histologii masa roz&élujeme tkag do pEti zakladnich skupin:

o Epitelova (vystelkovakan — je to hranini tkaa, ktera pokryva povrchéla, vnit-
nich orgai a €lnich dutin. V mase tvd epitel maly podil.

o Nervova tké — je tvdena nervovymi bitkami — neurony, jejichz vydiky tvori
nervova vldkna. Ma fyziologickou schopnost drazdtuovytvai nervovou sousta-
vu (mozek, micha, nervova vlakna). dlet jat&nych zvfat zastoupena v malém

mnozstvi.

o Pojivova tka — slouzi jako mechanicka opora, Mypizolace, rezervoar tuku a mi-
neralnich latek, ma i funkci exkmei a obrannou. Dle konzistence rozliSujerfie t

typy — vaziva, chrupavky, kosti.
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0 Svalova tka — je to kontraktilni tk& zvifat, ma schopnost vykonavat pohyb orga-

na. Tvoii prevaznou slozku masa.

0 Tkaioveé tekutiny5, 7].

1.1.1 Svalova tk&i

> v

Svalova tké (svalovina) je maso v uzSim slova smyslii.zZpracovani masa, jeho posmrt-

nych znénach, vlastnostech apod. mame na mysli vzggevSim svalovou tka Jejim

N4

zékladem jsou hiky nebo soubuni uspédané do vysSich strukturalnich Grovni. S jeji

strukturou souvisi biochemickeé, organoleptickechmelogické vlastnosti.

Zakladem jeji funkce jeipména energie chemickych vazeb na mechanickou pracieP

bunééné stavby, vzhledu a #pobu inervace lze svalovou tkéozcElit do téi hlavnich sku-
pin:
o0 Pricne pruhovana svalovina je stavebni tkani kosternich sval

o Hladka svalovina- je sodasti vnitnich organ.

o Srdeni svalovina- tvai jediny sval, srdce [5].

L
\_..-f,- E:—”%

N i e

Obr. 1: Pri¢né pruhovana svalovina (vlevo podélfgz, vpravo ficny ez)[10]
PFiéné pruhované svalovina

Z technologického hlediska jgipné pruhovana svalovina nejvyzna#j§i tkani, je masem

v nejuzsim slova smyslu.

Pricné pruhovana neboli Zihana svalovina se vyvinula teae, se mohla upnout na pevny

skelet a vytvéet s nim pohybovy aparat. Je ovladana somatickymmstvem, ma ficné
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pruhovani, rychle kontrahuje, ma kratkou dobu lakte a na kontrakci sgebuje velké

mnoZstvi energie [5].

Pricné pruhované svaly maji slozitou strukturu, vyfvee cela hierarchieskolika struktu-
ralnich arovni. Jednotlivé Uro¥nizce souvisi s Gtvary pojivove tkérkteré tvdi vazivové

obaly svalu a zaji%iji upon svalu na kost [5].

sarkotubuly mitochondrie

sarkoplasmatickeé sarkolemma

koncové cisterny i
retikulum

myaofibrily

. ,P‘h-a— " : priény tubulus
' Y i 9 N o ; - .

retikulova
triada

Obr. 2: Svalové vliaknfl1]

Z&kladni morfologickou a furtki jednotkou picné pruhovaného svalu je svalové vlidkno
(viz obr.2). Z¥lime je podle piméru na tenka (20 — 40 um) a tlusta (az 100 pum). Flau
vlaken zavisi na druhu, pohlaviku, zpisobu vykrmu apod., u skotu jetjpnérna tlou¥ka
40 — 70 um. Délka svalovych viaken je velmi vatiaba zavisi na funkci svalu. Dosahuje

az 15 cm, tkdy se objevuiji i delSi svalova vidkna az do 30[6®].

Povrch svalového vlakna obaluje souvisla membrasarkolema, jeji $hu tvai tfi samo-
statné vrstvy. Prvni vrstva je totoZna s cytoplairkau membranou, #dni je spojovaci a

tieti povrchova ma charakter bazalni membrany [9].

Cytoplazma svalového vldkna, sarkoplazma, obsgbdjeotlivé buge¢né organely a inklu-

ze. Vyznam pro svalovou kontrakci méegevSim sarkoplazmatické retikulum a mito-
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chondrie. Z inkluzi jsou v sarkoplazmatu nejvicetaapeny myofibrily — vlastni kontrak-

tilni vlakna, ktera vypluji témet cely objem svalového vlakna [5].

Myofibrily jsou zakladni funkni organely svalového vldkna. Maji schopnost sestuat
a svou stavbou podiiji piicné pruhovani kosternich sualProbihaji paraleth celym

vlaknem a v jednom svalovém viakjich je az tisic [5, 9].

Z&kladni jednotkou myofibrily je sarkomera (viz.rol3), ktery je sloZen z filament —
vlaknitych jednolomnych (izotropnich) a dvojlomny@mizotropnich) useék Anizotropni,

tmavy usek myofibrily (A — pas), t¥btlustd myozinova filamenta pagtavajici ze 400
molekul myozinu, naopak &tly Usek (I — pas) obsahuje tenka aktinova filaragntrena

600 molekulami aktinu, tropomyozinem a troponineipodol& dvojité Sroubovice. Upro-
stred pasu A je sitlejSi zona — Hensén disk (H — pas), ve s&tdu této zony najdeme
mezofragma (M — lini). Na abstrany je sarkomera ohr&ana tenkymi ploténkami, tzv. Z-
linii. Pti svalové kontrakci dochazi k zasouvani aktinovifigiment do filament myozino-

vych [5, 7, 9].

Tf sarkomera
|-pruh H]

'-l-L.-__l- _..-

- ]—plLﬁﬂ II — plLIl-'l-:"'- | e

linie Z

Obr.3: Stavba sarkomef0]

Na povrchu myofibril se nhachazi hladké sarkoplarrkéatretikulum, které se sklada z na-
vzajem propojenych trubic, zvanych sarkotubulyré&tea koncich sarkomer asti do pro-
stornych vali, které oznéujeme jako terminalni cisterny. V systéngartto trubic je vyso-
k& koncentrace vdpenatych ardimatych iont, které jsou nezbytné pro realizaci svalové
kontrakce. Vyznam sarkoplazmatického retikula ¢épi ve funkci vapnikové pumpy.

Véapnik umoauje datasnou vazbu myozinovych hlav na aktin [9, 12, 47].

Celkovym vysledkem svalové kontrakce je zkracendfibyily. Vzdalenost mezi Z-liniemi
se zmensSuje zasunutim aktinovych filament mezi nmgA, vznika pechodny komplex

aktomyozin. Kontrahovana myofibrila ztraci charaistéické @icné pruhovani, a
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v polarizovaném sitle se jevi jako tmava, anizotropni. Kontrakce ddim, Ze se vapena-
té ionty vraci zpt do trubic sarkoplazmatického retikula a myozinbléva se odéuje od
vazebného mista na aktiniovém vlaknu. Po o&leizkontrakce se struktura myofibrily vra-
ci k vychozimu stavu. VSechny myofibrily jednoh@lewého vidkna se kontrahuji saus-
né [9, 12].
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2 CHEMICKE SLOZENI HOV EZIHO MASA

SloZeni masa kolisa v zavislosti na druhudetei, plemene, pohlavigku, zpisobu vyZivy
a lisi se i jednotlivé svaly jednotlivce (viz. tap. Struktura a sloZeni svaloviny zavisi dale
na zpisobu zpracovani masa, které oulije biochemické, organoleptické a technologické

vlastnosti masa [7].

Jaté&n¢ opracovanadta zvirat obsahuji velmi variabilni podily svaloviny, tukeh tkani a
kosti, z €chto divoda je nefastji uvadino chemické slozeni libové svaloviny, ale i v tom-

to pripadt je treba uvadt vychozi sval nebo svalovou partii [13].

Samotné libova svalovina se sklada z vody, bilkotdki, mineralnich latek, vitamina
extraktivnich latek. Blezitym kritériem je porr obsahu vody a bilkovin, tzv. Federovo
¢islo, které byva u syrového masa gond stalé, ma hodnotufiplizné 3,5. Dilezitym

ukazatelem je i po#m tuka a bilkovin (podil T/B) [5, 7].

Zakladni slozeni libové svaloviny je v tabulce Medené rozsahy hodnot Ize chapat jako

pasma negstji zjiSténych hodnot a nikoli jako striktni mezni hodnotg]1

Tab. 1: Zakladni sloZeni liboveé svalov|ig]

SloZka libové svaloviny % hmotnosti
Voda 70-75
Bilkoviny 18 - 22
Tuky 2-3
Mineralni latky 1-15
Extraktivni latky dusikaté L 1,7
Extraktivni latky bezdusikaté 09-1,0
2.1 Voda

Voda je nejvice zastoupenou sloZzkou masa, ma wetkyam pro senzorickou, kulinarni a

predevsim technologickou jakost masa [13].

Z hlediska technologie rozliSujeme vodu na pevne@azanou, a to podle toho, zda z masa
volné vytékd za danych podmingknikoliv. Hlavni podil v mase tud voda volna, avSak

pouze jeji mal&ast je vold pohybliva, zbyvajicicast je imobilizovana (znehybnd).
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Imobilizovana voda je ta&ast vody, kterd ip nafiznuti z masa samovamevytéka a

kK jejimu uvolréni je feba pouzit zvySeného tlaku [7].

Rozhodujici podil vody v mase je obsazen v mydébh, z celkového obsahu vody v ma-
se je to 70 %, to znamend, Z&Sina vody v mase jeffpomna mezi tenkymi a tlustymi
filamenty. 20 % vody je obsaZeno v sarkoplazmnasi 10 % v mimobwiném prostoru.
Toto rozaleni vody se mize nenit, jednotlivé podily vody mohou navzajerfephazet na

principu difuze [13, 14].

Tab. 2: Obvyklé sloZzeni hi@miho masa v zavislosti na pohlavdkw a typu sval(5]

Voda Bilkoviny Tuky Mineralni | Federovo | Podil T/B

[%] [%] [%] latky [%] dislo * *
Kravy 66,7 20,1 9,3 1,0 3,32 0,46
Jalovice 66,9 20,5 11,5 1,0 3,26 0,56
Voli 71,5 20,8 6,6 1,0 3,43 0,32
Byci 73,9 21,9 3,1 1,2 3,38 0,14
Plec 70,0 21,5 7,0 1,0 3,68 0,32
Kyta 73,4 20,3 5,0 11 3,63 0,25
Svitkova 72,0 19,4 7,4 1,1 3,72 0,38
Rosténec 67,8 20,6 10,3 1,0 3,28 0,49
Krk 72,4 21,2 5,6 1,0 3,42 0,26
Klizka 70,9 21,7 6,7 1,0 3,27 0,26
Zebro 65,0 19,9 15,0 1,0 3,37 0,75
Bok 67,6 20,8 10,4 1,0 3,25 0,50

*Federovaiislo — pondr obsahu vody a bilkovin
**Podil T/B — pongr tuka a bilkovin

2.2 Bilkoviny

Bilkoviny jsou nejvyznamgjSi slozkou masa z nutniho i technologického hlediska. Je-
jich obsah v mase je velmi vysoky. Bilkoviny jedigich ¢asti masa se liSi svym obsa-
hem, pomdrnym zastoupenim i vlastnostmi (viz. tab. 3). ddsgjSi technologické rozde-

ni bilkovin v mase do jednotlivych skupin vychazejch rozpustnosti ve vada solnych
roztocich. Rozdilna rozpustnost bilkovin ma zasagmham pro dalSi technologii zpraco-
vani [9, 13].
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Mnozstvi a podil jednotlivych druihbilkovin ve svalech neniéhem Zivota z\iete stejny.
U starych zuiat se zvySuje podil stromatickych bilkovin. Dle podtromatickych bilko-
vin se p@ita obsaktistych svalovych bilkovin, obvykle jako rozdil olsavsech bilkovin
v mase a obsahu bilkovin stromatickych. Stanovanhmtickych bilkovin Ize jednoduSe
urcit nap. dle obsahu hydroxyprolinu v kolagenu, ktery jéatigné konstantni slozkou
kolagenu a v jinych bilkovinach se tato aminokysee ¥tSim mnoZstvi nevyskytuje [5,
9].

Tab. 3: Svalové proteiny g#vo svalu ve stadiu rigor mort{49]

Protein Podil v %*
Myozin 29,0
Aktin 13,0
Titin 3,7
Tropomyozin 3,2
Troponin (C, I, T) 3,2
Aktinin (a-, B-, v-) 2,6
Myomezin aj. 3,7
Dezmin aj. 2,1
Myofibrilarni proteiny celkem 60,5
Glyceraldehydfosfat dehydrogenaza 6,5
Aldolaza 3,3
Kreatinkindza 2,7
Jiné glykolytické enzymy 12,0
Myoglobin 11
Hemoglobin aj. extracelularni proteiny 3,3
Sarkoplazmatické proteiny celkem 29,0
Kolagen 572
Elastin 0,3
Mitochondrialni proteiny 5,0
Strukturni proteiny, proteiny organel celkem 10,5

*Procentualni gmer z celkovych proteii typického sasiho svalu ve faziigor

mortigpied dalSimi postmortalnimi zZimami.
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2.2.1 Bilkoviny sarkoplazmatické

Sarkoplazmatické bilkoviny jsou rozpustné ve &adslabych solnych roztocich. Jsou ob-
sazeny fevazrie v sarkoplazmatu svalovych bikna maji gevazre globularni stavbu. Za-
hrnuji na 50 jednotlivych bilkovin, z nichZ nejvyamrgjSimi jsou myogen, myoalbumin,
globulin X a myoglobin [9, 13]. Mnohé jsou s@sti glykolytickych enzyrin, fadime sem
nag. katalazu, cytochromy, fosfotransferazy [5].V teclogii zpracovani masa maji nej-
vétSi vyznam hemova barviva — myoglobin a hemoglokiiera zfisobujicervené zbarveni

masa a krve [9].

Myoglobin slouzi k déasnému ukladani kysliku ve svalech a jinych paritdr tkanich,
kde je kyslik spagebovavan bustnym metabolismem. Sklada se z jednoho polypeptidové
hofettzce , na 8mZ je navazana jedna hemova skupina. V hemu je lexmpvazan atom

dvojmocného Zeleza [9, 15]. Molekulovd hmotnost gigbinu je 16,8 kDa [19].

Vazbou plyri na hemové jadro vznikaji dalSi derivaty myoglobi@xidaci myoglobinu
nag. vzduSnym kyslikem dochazi k jehdepené na metmyoglobin, jehoz podstatou je
zmeéna dvojmocného Zeleza na trojmocné. Oxygenaci @zaymyoglobin — na centralni

atom Zeleza je navazana molekula kysliku [9, 13].

Hlavnim Ukolem hemoglobinu je zachytit kyslik z &rmgrochazejici plicemi a uvolnit ho v
kapilarach jinych tkani [15]. Ve svalu ho nachaziewast pii nedokonalém vykrveni

zvirete. Podil hemoglobinu zavisi na obsahu myogloljetli, myoglobinu malo, je podil

hemoglobinu z celkového obsahu hemovych barviv kyséXi stejném stupni vykrveni

byvaji nalézany vyssi podily hemoglobinu u t@@ho masa nez u masa koo [9].

Molekulovd hmotnost hemoglobinu je 64,5 kDa [19].

2.2.2 Bilkoviny myofibrilarni

Myofibrilarni bilkoviny jsou rozpustné v roztocidoli. Maji vlaknité molekuly a zahrnuji
vice nez 20 druhbilkovin. Mezi nefetrgjSi pati myozin, aktin, titin, tropomyozin, tropo-
nin a nebulin, tvii asi 90 % celkovych myofibrilarnich bilkovin. Djgjich funkce je ni-

Zeme rozdlit na kontraktilni (aktin, myozin), regulai (tropomyozin, troponin, aktinin) a

podparné (titin, nebulin, dezmin, myomezin) [9].

Jsou zodposdné za svalovou kontrakci, vazi n&gi podil vody v mase, vyznamrse

podileji na postmortalnich zZméch a rozhoduji o vlastnostech masa [13].
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Myozin je hlavni slozkou myofibrilarnich bilkovife obsazen v tlustych filamentech [9].
Je také bilkovinnou sloZkou enzymu adenozintrifdia[13]. Jeho molekuly maji charak-
teristicky tvar — kulovitou hlavu, ohebny krk &itykovité €lo. Molekula je tvéena deéma
kolem sebe stenymi peptidovymiretézci, které pechéazeji z rovnéasti (LMM — lehky
meromyozin) pes podjednotku S-1 (kloub) na hléki. Podjednotka S-1 a hl&kia tvai
tzv. €Z2ky meromyozin (HMM) [5]. Prosednictvim hlavy reaguje myozin s aktinem, kdy
se hlavy myozinu zasouvaji do aktinovych viakeryt@ati pricné mistky [9, 12]. Relativni

molekulova hmotnost myozinu je asi 470 kDa [17].

Aktin je hlavni sloZzkou tenkych filament, v sarkamévai terti a pa@etngjSi vlakna (po-
mer aktinovych a myozinovych filament je asi 4:1 a%)g5, 12]. Je to jedriettzova glo-
bularni bilkovina o relativni molekulové hmotno48,5 kDa (tzv. G — aktin), ktery poly-
meruje na vlaknitou formu (F — aktin) [17]. G —iakse usptadava do dvojvldknové Srou-
bovice, tyto vlakna jsou zakotvena v Z-liniich sarlery a zasahuji mezi tlustd myozinova
filamenta [12, 17].

Titin (konektin) ma mezi bilkovinami svalu nejde&iamou molekulu [12]. Ve svalovych
buinkach slouzi jako Sablona pro myozinova filamenjaka pruzny spojovaci prvek mezi
myozinovymi filamenty a Z-linii sarkomeryiiPprotazeni klade elasticky odpor. Z&jife
pevnost a soudrznost myofibril. Jeho relativni rkolevd hmotnost jeiiiblizné 3000 kDa
[9, 18].

Nebulin je lokalizovan fedevsim v izotropnim Useku sarkomery, kde stalpdipolohu
aktinovych filament. B protazeni také klade elasticky odpor jako tituke jeho podil na

elasticit sarkomery je mensi [12]. Jeho relativni molekulbw#otnost j asi 800 kDa [18].

Tropomyozin je vazan na aktin a spiraléovitbt&i aktinové vlakno v celé jeho délce [9].
Jeho funkce spiva ve spoléném pisobeni s troponinem. Tropomyozin brani interakci
aktinu a myozinu v dah kdy troponin nevaze kationty vapniku [21]. Relatimolekulova

hmotnost tropomyozinu je 70 kDa [17].

Troponin je tvden ze iti globularnich bilkovin, a to troponinu T, ktery a@uje spojeni
s tropomyozinem, troponinu |, ktery je schopen liolvat interakci mezi aktinem a myozi-
nem a troponinu C, ktery je schopen vazat vapeapatg [5, 22]. Vazba troponinu s ionty
vapniku je jednim ze spodétch mechaniziin kontrakce a relaxace svaluii Rontrakci

svalu se ionty vapniku navazi na troponin C, uvelitroponinovy komplex, posunou se
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molekuly tropomyozinu, a tim séiplizi myozinové hlavy k aktinu. Relativni molekwuk

hmotnost troponinu C je 18 kDa, troponinu | 24 kdb@oponinu T 37 kDa [9, 17].

Tab. 4: Aminokyselinové sloZeni svalovych bilkevirg.g' [13]

3 s |2 | .
c S [=} = (@ c
= = < = T N2 w
Alanin 56 78 50 80 74 80 172
Arginin 64 66 59 22 36 81 13
Asparagova kys.* 58 102 94 82 106 61 9
Cystein 18 13 22 0 11 0 0
Glutamova kys.** 200 272 130 165 85 108 41
Glycin 22 7 38 58 56 207 210
Histidin 21 8 26 85 88 6 1
Hydroxylyzin 0 0 0 0 0 19 0
Hydroxyprolin 0 0 0 0 0 121 14
Izoleucin 48 33 64 52 0 15 35
Leucin 89 108 71 115 154 34 80
Lyzin 109 141 67 155 85 30 5
Methionin 29 21 39 17 10 7 0
Fenylalanin 40 5 43 59 77 22 56
Prolin 21 0 43 33 39 126 111
Serin 36 35 49 35 58 33 12
Threonin 42 28 60 46 44 20 13
Tryptofan 7 0 19 23 17 0 0
Tyrozin 29 24 52 24 30 6 13
Valin 42 38 42 41 91 24 137

*V nameéiené hodnat je zahrnut i amid kyseliny asparagové - asparagin.
**\/ namérené hodnat je zahrnut i amid kyseliny glutamové - glutamin.

Myomezin je hlavni slozkou M — linie v tlustém fiteentu sarkomery, podili se na jeho
fixaci a na spojovani sousednich myofibril. Myonmege sil# vaze na myozin a podili se
na soudrznosti myozinovych molekul v tlustém filamue Jeho molekulova hmotnost je
165 kDa [19].
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V Z — linii sarkomery byly lokalizovany proteing-actinin s molekulovou hmotnosti 200
kDa, dezmin s molekulovou hmotnosti 55 kDa, vimestmolekulovou hmotnosti 58 kDa
a synemin s molekulovou hmotnosti 230 kDa. Dezrpwiesné s vimentinem spojuji Z —

linie sousednich myofibril [5, 19].

2.2.3 Bilkoviny stromaticke

Stromatické bilkoviny nejsou rozpustné ve ¥aohi solnych roztocich. Jsou to skleropro-
teiny protahlého vlaknitého tvaru [13]. Nazyvametg&é jako bilkoviny vazivové nebo
bilkoviny pojivovych tkani. Vyskytuji seipdevsim ve vazivech, Slachaclizk chrupav-
kach a kostech. Jsou také nedilnoucésti svai, kde tvdi rizné membrany. Patsem

kolagen, elastin, retikulin, keratiny, muciny a roudy [9, 13].

Kolagen je glykoprotein, ktery obsahuje malé mmazglukdzy a galaktézy. Od ostatnich
bilkovin se liSi svym aminokyselinovym sloZzenimz(viab. 4). Ma vysoky obsah glycinu,
prolinu a hydroxykyselin, zejména hydroxyprolindnydoxylyzinu. Naproti tomu neobsa-
huje tryptofan a cystein [5]. SloZeni a vlastn&siagenu ovliviuji kiehkost masa [9]. Ko-
lagenni vladkna jsou t¥ena molekulami tropokolagenu, které se skladajirize-ret¢zci
statenych do Sroubovice. Tropokolagen se spori&hituje a vznikaji kolagenova vlakna.
Relativni molekulova hmotnost tropokolagenu je K9, 19]. Existuje celéada tygm
kolageni, nejrozstensjSim typem je kolagen typu I, jeho molekulovd hnostnje asi 285
kDa [17].

Elastiny doprovazi kolageny ve zvi&$tamahanych pojivovych tkanich [17]. Vyskytuje se
piedevsim v elastickych vidknech, ktera jsou velmiZpa a jejich délka seibe az zdvoj-
nasobit [9]. Tvdi pruzné glovité struktury, jejichz zékladni jednotkou je tomastin o

relativni molekulové hmotnosti 70 kDa [17].

2.3 Ostatni slozky masa

Mezi lipidy masa vysoceipvaZzuji tuky — triacylglyceroly vysSich mastnychsé&ln, ge-
devsim kyseliny palmitové, stearové a olejové. Pudkia z celkového obsahu lipidini
asi 99 %. V malé mé jsou zastoupeny heterolipidy - zejména fosfolipikiteré maji
schopnost emulgovat tuky a doprovodné latky fipidpredevSim cholesterol, ktery je ve

svalovirg a tucich jatéenych zvtat obsazen v rozmezi 50 — 100 mg ve 100 getkanl 3].
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Tuk v mase je vyznamny z hlediska senzorickéhamogem mnoha aromatickych latek.
RozliSujeme tuk intramuskularni (vnitrosvalovy) apdtni (extramuskularni, z&sobni).
Svalovy tuk, pedevsSim jeho intracelularni podil, ktery je mealevymi vliakny ve forms
Zilek (tzv. mramorovani), pozitiénovliviiuje kiehkost a chutnost masa[9, 13]. Mramoro-

vani masa jetdezity jakostni znak [17].

Extraktivni latky nazyvame ty latky, kteréteme extrahovatdhem zpracovani masa a
jeho analyzy za pouziti vody o tepid®0 °C. Je to dle chemického slozeni nesouroda sku-
pina, pati sem latky, které jsou napsouwasti enzym nebo jde o produkty odbouravani

[5]. Vznikaji zejména v gitbéhu postmortalnich zem [9].

Obvykle je @&lime na sacharidy, organické fosfaty a dusikatéakivni latky. Ze sachari-
du je nejvice obsazen glykogen a jeho produkty odbeani — glukéza. Z organickych
fosféati jsou to zejména nukleotidy a nukleové kyselingjech rozkladné produkty [7, 9].
Predevsim jde o nukleotidy na bazi adeninu. Adenafnstat dodava energii pro svalovou
kontrakci a jeho stugnodbourani maji vliv na ciumasa (hlavé kyselina inozinova) [5,
9]. Dusikaté extraktivni latky jsouiznoroda skupina, patsem zejména aminokyseliny a
nékteré peptidy. Z volnych aminokyselin jsou zastouypeejvice glutamin, kyselina glu-
tamova, glycin, lyzin a alanin. Z peptige tteba zminit karnozin, anserin a glutathion. Glu-
tathion je silné redudni ¢inidlo a jeho vyznam jeipdevsim fi vybarvovani masnych vy-
robki [9].

Tab. 5: Obsah mineralnich latek v ldaim mas¢19]

Obsah prvku v ¢erstvé Obsah prvku v ¢erstvé
Prvek Prvek
svaloviné [%)] svaloviné [%)]
Draslik 0,25-0,4 Zelezo 0,001 — 0,005
Sodik 0,07 -0,2 Zinek 0,001 - 0,008
Horcik 0,015 - 0,035 Fosfor 0,30 -0,55
Vapnik 0,005 — 0,025 Chlor 0,04 —0,10

Mezi mineralni latky se zahrnuji vSechny latky,ritaistavaji v popelu po spaleni masa,
tedy i mineralizované prvky. &Sina mineralnich latek je rozpustné ve ¥adve svalovit

se nachazi ve forérionti, Zelezo, hi£ik a vapnik jsokast&n¢é vazany na bilkoviny [9].

Maso je vyznamnym zdrojem drasliku, vapnikuichai, Zeleza, haszi maso je zdrojem

zinku [5]. Obsah mineralnich latek je uveden v tebb.
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Maso je vyznamnym zdrojem vitaniirskupiny B, zejména vyznamny je obsah vitaminu
B1,, ktery se vyskytuje pouze v potravinach Zigoého fvodu [13]. Do organizmu do-
stavaji vitaminy sotasreé s bilkovinami, coz je Wezité @i budovani gkterych enzym.

Pri nedostatku bilkovin se e objevit avitamindza [5].
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3 VLASTNOSTI MASA

7 S

Vlastnosti masa jsou ovli¢ny jeho stavbou a chemickym sloZzenim. Mezi nejvijimgs

vlastnosti masa patbarva, vaznost, texturaighkost a chutnost [23].

3.1 Barva

Barva masa souvisiigdevsim s obsahem hemovych barviv, myoglobinu aogerhinu.
Obsah hemovych barviv v maséznych Ziv@ichi je obvykle v rozmezi 100 — 10000
mg-kg'. Podil hemoglobinu zavisi na tom, jak kvalije maso vykrveno. #Pvyssim obsa-
hu barviv je maso tmavsi. Vyraztmavsi barvu ma maso hgai v porovnani s vépvym,

velmi s\wtlé je maso dibeze a ¥tSiny ryb [7, 23].

Zmeény barvy souviseji s reakcemi atomu Zeleza v henshupire (viz. obr. 4). Jiz fi
béZzné koncentraci kysliku ve vzduchu vaze Zelezo kubdeni kyslik za vzniku rugkove
cerveného oxymyoglobinu.iPvakuovém baleni je oxymyoglobin na povrchu masadai-
ovan na kyslik a myoglobin, poté nasleduje oxidegleza a myoglobin sedmi na hrdy
az Sedoh&dy metmyoglobin. Pouziti dusitanovych soliciésink vyrok® salani a masnych
vyrobki vede k vytvéeni izoveho nitroxymyoglobinu, kdy se na centralni Zeleavaze
oxid dusnaty [7, 23].

Myoglobin Oxygenation . Oxymyoglobin

(purpurové éervens) Deoxygenation (jasné éervend) Fe+t+
Fet+

Reduction+
oxygenation| Oxidation

Nitroxynyoglobin < Oxidation . Metmyoglobin
(ritEovs) B Nitric oxide + Reduction @méis) Fettt
Protei Protein
rotemn denaturation
denaturation (pisobeni iepla)
(plisoheni tepla)
Oxidation Denatured
Nitrosyl hemochrome - — - - » Metmyoglobin
@ifovi)  Fei+ Nitric oxide + Reduction Omédd) et it

N 1

Obr.4: Zmeny myoglobinu fssobenim kysliku, dusitam vyssSich tepldB8]
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Pisobenim vzduchu a peroxidu vodiku neirmosti enzym ¢i mikroorganiznt dochazi
k dalSimu rozpadu hemovych barviv. Pakij&ci oxidaci metmyoglobinu vznikaji zelena
barviva, nap. choleglobin, verdoglobin a verdohem. Dale vzm#kadrozeleny biliverdin,

ktery se redukuje ng&rverg zbarveny bilirubin [7, 23].

3.2 Vaznost

Vaznost masa je schopnost masa udrzet vodu viagtdu gridanou. Obvykle vyjailije
podil vody vazané k celkovému obsahu vody v maégisZ na pH, obsahu soli,iihu
posmrtnych zrén, stupni dezintegrace vidken. Tyto faktoryizeme technologicky ovliv-

novat, a tim dosahnout zadouci vaznosti [23, 25].

Vaznost masa je #Zgobena svalovymi proteiny, néféi vaznosti se vyzgigje myozin,

naopak kolagenni bilkoviny se na vaznosti v podstapodileji .

Silny vliv na vaznost ma pH, nejnizsi vaznost jealelektrickém bod (pH 5 - 5,3), kdy
je na molekule bilkoviny vyrovnan pet kladnych a zapornych nabiocq op&né nabité
skupiny se fitahuji maximalni silou. Upravou pH svaloviny &®m od izoelektrického
bodu se zmni rozlozeni kladnych a zapornych nabaja molekule bilkovin, dojde
k oddlovani peptidovychretzci a v prostoru mezi nimi se imobilizuje vice vodynéhy
pH masa nastavajitipposmrtnych zrénach (viz. obr. 5) aipnékterych technologickych
operacich. V mase a masnych vyrobcich se pH pobyhagi hodnotami 4 — 7 [23, 28].

w
[%f

100

60

20

20 60 100 /h/

Obr.5: Zmeny vaznosti haiziho masa v postmortalnim obd$b6]
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Vaznost se zvySuje postupnym ragnénim, kdy dochazi k uvabvani tkag a bilkoviny
mohou |épe bobtnat. Bobtnani je jednak oddalerihiaktych a myozinovych filament a

jednak i odpuzovani peptidovyeetezci myozinu v disledku imobilizace vody.

Vaznost zavisi i na tepktse stoupajici teplotou klesé B5 °C dochazi k prudkému po-

klesu vaznosti vlivem denaturace bilkovin [7].

3.3 Krehkost

Kiehkost masa je dana jeho strukturou, stavem a ckgmisloZzenim. Pro dosaZeriek-
kosti je teba maso nechat dost&i® dlouho uzrét, aby se uvolnila posmrtnd ztuhlost.
Kiehkost zavisi i na obsahu pojivové tkamejmeéna kolagenu, ptipact dalSich stroma-
tickych bilkovin, které zpeiwji strukturu masa. K jejich uvtbvani dochazi enzymaticky
pii zrani masa.

Vliv na kiehkost mé také obsah intramuskularniho tuku, mgslbosobsahem byv&ddti
[23].
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4 POSTMORTALNI ZM ENY BEHEM ZRANI MASA

Svalova tké prochazi po smrti zivechi mnoha biochemickymi, strukturnimi a futmmi
zmeénami [17]. V Ele zvitat probihaji procesy, které vedou keé¢mnnativni svalove tkan
na maso. Ribéh postmortalnich z#m ovliviiuje kvalitu masa, vytwa se Kehkost a adrz-

nost masa, probihajeég vytvaejici extraktivni slozky masa [23].

Biochemické postmortalni ziny jsou souborem degragdch gemen zékladnich slozek
svalovych tkani, fedevSim sachanida bilkovin. Rozkladné reakce jsou ireverzibilni a
smetuji pres stale jednodussi meziprodukty ke kmyen degradénim produkém. Bio-
chemické dje jsou katalyzované enzymyimmzere obsazenymi ve svalovych tkanich (en-
dogenni, nativni enzymy) [13]. Mezi tyto enzymyipatg. lysozomalni katepsiny, prote-
azom, metaloproteinaza a‘Caependentni protedzy — kalpainy. Pro enzymaticaivitu

post mortembyla potvrzena zejména uloha p-kalpainu [31, 39].

Zminéné biochemické a enzymatické procesy probihajivpssSich teplotach rychleji. Z
hygienickych dvodi musi byt maso vychlazeno na +3 az +7 °C. Enzyk@atprocesy
naopak ustavajiiptvorbeé krystalki ledu pod —1,5 °C. Maso musi byt proto uchovanoimez

témito teplotnimi oblastmi [46].
Postmortalni zeny probihaji vetyrech stadiich:
o0 obdobi ped rigorem grae rigor), tzv. teplé maso
0 rigor mortis
0 zrani masa
o hluboké autolyza [5].

Tyto stadia nejsou mezi sebouiesbhranieny a plynule fechazeji jedna ve druhou [13].

4.1 Prae rigor

Obdobiprae rigor je charakterizovano dostateym mnozstvim ATP, proto aktin a myozin
zustavaji disociované. Po ditém case zane klesat koncentrace ATP. Hodnota pH je
v neutralni oblasti (6,9 — 7,2) [23]. Po usmrceritete dochazi kigruseni krevniho @éhu

a privodu kysliku.Ve svalech Zmaji prevladat anaerobnitgchody [5]. B anaerobni gly-
kolyze jsou odbourdvany zasoby svalového glykogéwery je gemenén na kyselinu
mlécnou [17, 24].
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Maso ve fazprae rigor ozn&ujeme za teplé, souvisi s jeho teplotou, ktera lugsea3s- 40
°C. V tomto stadiu je maso velmi vhodné pro zpracowa ndinéné vyrobky nebo k za-
mrazeni. Maso neni tuhé, neumge vodu a ma vysokou vaznost (diky vzdalenostniodd
pH od izolelektrického bodu &ippomnosti ATP) [16, 23].

Fyziologicky stav jatén¢ upravenéhoéta ve faziprae rigor je optimalni pro maximalni
ginnost C&" dependentnich proteéz - kalpaipro které je optimalni neutraini pH a teplota
okolo 37 °C [30].

4.2 Rigor mortis

Rigor mortis(posmrtna ztuhlost) nastava, kdyz zasoby ATP klesma hodnotu fiblizné
20 % pvodni koncentrace. Dochazi ke spojeni tenkych styith filament a vytvieni
piicnych vazeb aktinu a myozinu za vzniku aktomyozitav&omplexu [7, 23]. Nastava

nejprve ve svalech na hkaa Sfi se pak po celéngle [5].

Mechanizmus posmrtné ztuhlosti Ize v§iiw na zaklad mechanizmu svalové kontrakce.
Po vyplaveni iorit vapniku ze sarkoplazmatického retikula se iont§’ ®aZou na aktino-
va filamenta a aktivuji G-aktin. Z&ni se polohy tropomyozinu aiptupni se vazna mista
na aktiniovém filamentu pro hlavy myozinu. Aktinoazynova vazba aktivuje adenozintri-
fosfatazu hlav myozinu, ATP sept na ADP a fosfat. Tento proces je zdrojem engrgie
svalovou kontrakci. Uvokna energie tdhne myozin podél aktiniovych filamsmerem

k Z-linii a umozni, aby se hlava myozinu navazaaaktivovana mista G-aktinu, spojenim

obou komponent vznika aktinomyozinovy komplex [9].

Tab. 6: Vliv druhu n a pokles teploty a pfhiem 24h post mortef6]

Hovézi Jehrgéi Veprové
Cas [h]
T([acp(l:?ta oH Te[z 0p(l:c])ta oH T(E: 0p(l:c])ta oH
0 39,4 6,86 39,6 6,89 39,3 6,40
3 25,3 6,47 14,0 6,66 19,3 6,44
6 15,6 6,12 4,7 6,42 10,9 6,00
9 10,4 5,87 15 6,28 4.8 5,78
12 7,2 5,77 0,7 6,04 1,6 5,51
24 15 5,63 -0,8 5,65 -0,4 5,42
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Pti svalové kontrakci k oddleni aktinu a myozinu dochazi az postmqyvném navazani ATP
na hlavu myozinu. Visledku poklesu a naslednéhotespani ATP k odéleni aktinu a

myozinu neniZe dojit a nastavatkolik hodin po ukoteni dodavky kyslikuigor mortis
[9].

Kyselina mléna se hromadi ve svalu a neutralni pH klesa nadigpdrkolo 5,3 — 5,8 (viz.
tab. 6), tento pokles zavisi radk faktori — na teplat, zasobach glykogenu, druhu iste
aj. [23, 24]. Pokles ATP a pH ma negativni vlivvenost masa, pokles ATP ji ouiivje
priblizn¢ ze dvou tetin, pokles pH z jednéstiny. Pozitivnim dsledkem poklesu pH je

zvySeni udrznosti masa [23, 25].

Maso ve stadiwigor mortis je zcela nevhodné pro kulinarni zpracovattili§tuhé) i pro

masnou vyrobu (Spatrvaze vodu, hmotnostni ztraty vytékanim masoa@g [23].

U howziho masa jeigor mortis Uplny asi po 20 hodinach a trva 24 — 48 hodinepravé-

ho masa nastava do 6 hodin, tlmeZe do 1 hodiny [16].

4.3 Zrani masa

Zrani masa je fazi, kdy se postdpmvoliuje ztuhlost svalu, zlepSuje se vaznost, girn
roste pH a zlepSuji se organoleptické vlastnostiolkéni rigoru mortis, a tim zvysSeni
kiehkosti masa souvisirgdevSim s proteolyzou myofibrilarnich bilkovin, reéna fiso-
benim C&" dependentnich proteaz - kalpaim rskterych katepsih a také se &penim ko-

lagenu [23, 26]. Enzymy podilejici se na zrani njgsa uvedeny v tabulce 7.

Kalpainy jsou schopny degradovat titin a nebuliog gede k oslabeni interakce mezi ten-
kymi filamenty a Z-diskem a k fragmentaci myofibrgficemz myozin a aktin nejsou
ovlivnény [32]. Také katalyzuji degradaci dezminu, synamitroponinu-T a vinkulinu
[18]. Aktivita kalpainu je ufena aktivitou bilkoviny kalpastatidim vyssi je porr systé-
mu kalpain/kalpastatin, tim iieme ziskatiehti maso [33, 34]. $peni troponinu-T vede

k vyskytu fragment o molekulové hmotnosti 30 kDa. Degradace dezmiheim zrani

masa zpisobuje naist polypeptidu o molekulové hmotnosti 38 kDa [58].5

Aktivita kalpaini je vazana naiffomnost vapniku. Pra¥ggodobnym dvodem spusni
aktivity kalpairi je vy¢erpani energie ATP, pokles ATP vyvola zastavenitmmeého
vstrebavani vapnikovych iointv sarkoplazmatickém retikulu a vapnik je uvwin do sar-

koplazmy, kde dochazi navazani kalpastatinu naakaldedna molekula kalpastatind-m
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Ze inhibovat aZtyii molekuly kalpainu. Urové inhibi¢ni ¢innosti kalpastatinu seshem
zrani snizuje. Pro spuii ginnosti p-kalpainu dostaje koncentrace Gapiiblizng asi 50-

100 uM, pro m-kalpain je to koncentrace asi 1-2 fdW 41].

Dochazi k disociaci aktomyozinového komplexu fa&sfaimi pomoci anorganickych fosfa-
ta, které se uvalji S€penim nukleotid a k degradaci myozinu kyselymi katepsiny,
zejména katepsiny B, L a D. Katepsiny B &adime mezi cysteinové proteinazy, jsou ka-
talyzovany cysteinem a histidinem. Katepsin Diipatezi aspartatové proteinazy, které
maji ve svém aktivnim misdva zbytky kyseliny asparagove [23, 42]. Aktivigahto en-
zymi je maximalni p hodnotach pH 4 — 6 a zafaa jiZz ve fazirigor mortis, kdy maso
dosahujedchto hodnot pH [27, 31].

Tab. 7: Endogenni enzymy podilejici se na zrananis 43]

. o, Rozsah | Molekulova ;
Umisténi Proteinaza Typ* Pasobeni enzymu
pH hmotnost

H-kalpain cysteinoval g 5.7,5 110 kDa | uvoliuje a-aktinin,

Sarkoplazma S odbourava dezmin, titin|,
m-kalpain | CyStéInova| 6 5.7 5 110 kDa | nebulin, troponin T a |,
C-protein, myomezin

odbourava myozin, ak-

katepsin B| cysteinoval 3565| 25kDa | .. :
tin, troponin T, kolagen

odbourava myozin, ak-
tin, troponin T a |, tro-
pomyozin,a-aktinin,
kolagen

katepsin L| cysteinova| 3 0.65| 28 kDa
Lysozom

odbourava myozin, ak-
tin, tropomyozin, tropo-
nin T a l,a-aktinin, ko-
lagen

katepsin D| aspartatovd 3 0.6.0| 42 kDa

*Typ proteindzy dle katalytického centra

Katepsin L zfisobuje fragmentaci myofibril a&gteni M-linie a Z-linie sarkomer. Katepsin
D odbourava Z-linie a filamenta v blizkosti H-pas(atepsin L degraduje-aktinin na

fragmenty o pblizné molekulové hmotnosti 85 kDa [27, 42].

Myozin je dle obrazku 6 &bven katepsinem D (CD) v méstkde se spojuje hlava &ty-
kovité €lo na fragmenty o ffiblizné relativni molekulové hmotnosti 120 kDa a €Da.

Katepsin B (CB) &pi myozin na tyinkovitou ¢ast - lehky meromyozin (LMM) a na za-
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hnutoucast tginky s globularnicasti — &€Zky meromyozin (HMM). Katepsin L (CL) &bi
myozin ve stejném misjako katepsin D a dale degraduje myozin 8eolik rozpustnych

fragment o relativni molekulové hmotnosti 67-90 kDa [42].

Dale je Spen aktin katepsiny B, D a L. Katepsin B a D hgp&ha fragmenty o molekulo-
vych hmotnostech 35 a 12 kDa. Katepsin L aktin degje na fragmenty o velikostech 40,
37 a 30 kDa [42].

CD cB
v f
a CL j |

!
| HMM | ‘ LMM -

Obr.6: Sepeni myozinu katepsiny D, B §42]

Takeé dochazi ke &eni kolagenu a fragmentaci kolagennich viakemgksou zaficinény

kolagenazami. Kolagenaza fiamezi zinek-dependentni metaloproteindzy (MMPgrét
se astni ¥tSiny proces degradujicich pojivovou tkg27, 35, 36]. Do této skupiny gat
MMP-1, MMP-8 a MMP-13, které mohouégit a-fettzec kolagenu na dwspecifickécas-

ti, nactvrtinoveé a fictvrtinové fragmenty. Ke 8peni dochazi v mist kde chybi hydroxy-
proliny a je vice hydrofobnich skupin a tudiz maeilkekma uvolgnou trojSroubovici [44,
45]. Kolagen denaturovany ve svalu vzniklou kysalirml&nou mize byt hydrolyzovan i

dalSimi enzymy, napkatepsinem B [17].

Béhem zrani masa dochazi k degradaci nukléatiditv&i se chtiové a aromové slozky
masa. Na charakteristické chuti masa se podilgié&ea produkty gpeni ATP — inozin,

inozinfosfat a rib6za a také produkty proteolyzgminokyseliny a oligopeptidy [23, 27].
Doba zrani je zavisla na tepiofs rostouci teplotou se zrani masa urychluje. Efibo
masa je optimalni doba zrani peplot 0°C asi 10 — 12 dni fpteplo& 8 — 10 °C piblizné
asi 5 — 6 dni aipteplot 16 — 18 °C asi 3 dny [13, 16].
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Vzhledem k moznostem mikrobialniho napadeni proldr@ni vyhrada v chladirnach.
JelikoZ doba Uplného zrani je dlouhd a také ekodoymar@nd, je maso vyskladvano
diive, kdy je&k neni zcela vyzralé. V praxi se jevi jako rig$i problém nedostateé vy-

zrani ho¥ziho masa [5, 13].

Urychlit zrani je mozné zvySenim teploty, coz adninhygienicky vhodné arjglavkem
proteolytickych enzyr rostlinného, zivéiSného nebo mikrobialnihodpodu, tzv. zkeh-
covatu - tenderizel. Enzymy mohou byt aplikovanyekolika zpisoby, nap nastikem
povrchu, pontenim, vnitrosvalovym néskem. K unglému zkehieni Ize pouzit i fyzikal-
nich zakrok jako je nataZeni svalu, fezani pojivové a svalové tk&noSeteni ultrazvu-
kem, pouziti vysokého tlaku a elektrostimulace.oTzékroky ovliwviuji senzorickou kvali-
tu masa. Maso, u kterého je spréwedeno firozené zrani vykazuje podstatlepsi sen-

zorické vlastnosti [5, 13].

4.4 Hlubokéa autolyza

Hluboké autolyza je poslednim stadiem postmorthlaiten. Dochazi ve &3i mie k roz-
kladu bilkovin a tim k nadsmné akumulaci aminokyselin a peptidPeptidy a aminokyse-
liny se dale odbouravaji na kame rozkladné produkty — amoniak, aminy, sirovodiky-
kaptany, které vedou k nigjatelnym smyslovym vlastnostem masacifaji se rozkladat i
tuky, dochazi k jejich hydrolyze a oxidaci, coZigpbuje nefijemnou Zluklou chti Casto
se fipojuje i mikrobialni napadeni a zkaza. Toto stadje u masa jateych zvfat neza-
douci [16, 27].

4.5 Abnormalni pribéh posmrtnych zmgn

V pribéhu posmrtnych zgm se vyskytuji d¥ hlavni anomalie, které vedou ke zér&vali-
ty masa a ekonomickym ztratam. Vznik uvedenych gl@éhe ovlivnen genetickym vyba-
venim jaténych zvfat, zpisobem zachazeni zat pred porazkou, ale i Zigobem jaténi-

ho opracovani. Zgmy vlastnosti masa se tykajieplevsim vaznosti a barvy [16, 23].

Uvedené anomalie se ozwmi@ zkratkami z anglického jazyka, které vyjafl vlastnosti

obou tym masa:
o PSE maso — pale (bledé), softtiké), exudative (vodnaté)

o DFD maso — dark (tmaveé), firm (tuhé), dry (suct&s][
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Pro projev PSE vady masa je rozhodujici situasestpied porazkou a bezprastré po

ni, kdy lhem prvni hodinypost mortendochazi k velmi rychlému a hlubokému poklesu
pH na hodnotu 5,8 a nizsi. Pokles pH nastava, &dymase jestvysoka teplota a dochazi
k ¢cast&né denaturaci bilkovin. Hluboky pokles pH i denatdr bilkovin vedou k tomu, Ze
maso ma vyraznnizsi vaznost vody, tkde mékka a uvohuje velké mnozstvi vody. PSE
maso je nevhodné pro technologické a kubké& pouZziti. Vyskytuje se zejména u masa
prasat [16, 23, 48].

Maso DFD m& opmé vlastnosti, fedevsim po smrti zkéte dochazi k velmi malému po-
klesu pH. Spolehlivym indikatorem DFD masa byvarmmd pH po 24 hodinaghost mor-
tem 6,2 a vySSi. NiZe byt z@isobeno vyerpanim zwuiat - chybi glykogen nebo extrémn
rychlou glykolyzou, kdy vytviena kyselina mina gejde do krve aip vykrveni vyt&e

z €la ven (opoz#&né vykrveni). Vysoké pH ma za nasledek i nedostgt@nibeh zrani,
malou udrznost a nevyraznou ¢hai aroma. Diky vysoké vaznosti je vSak maso vhodné
k vyrob& meéinénych tepeld opracovanych vyrobk Odchylka byvaasta u ho¥ziho masa,

zejména u byk vzhledem k jejich temperamentu [16, 23, 48].

Zvlastnim gipadem je tzv. ,Hampshire* maso, kdyapgh posmrtnych zgn je normalni,
ale v disledku vysoké ptateini hodnoty glykolytického potencialu dochazi k ldkbmu
okyseleni. Projevuje seaipghodnot pH po 24 hodinacpost mortenmensi nez 5,4. Maso

se svymi vlastnostmi podoba PSE masu [23, 48].

=]
]
1

Normalni

I
24 h

Obr.7: Pribeh hodnot pH vefového masa v jakosti normalni,
PSE a DFD v prvnich 24h post mortif]
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Pti chlazeni masa fize dojit k jevu, ktery nazyvame ,cold shortenindg. zgisobeny pilis
rychlym zchlazenim masa, kter&izpbuje vyplaveni iofitvapniku ze sarkoplazmatického
retikula s naslednym zkracenim sarkomer. Tentarjéwza nasledek zvySenou ztratu odka-
pem i chladirenském uchovani masaiatppelné Upra¥ je maso tuhé vigledku gic-
ného zesiovani pojivové tkae Je teba mu pedchazet $ chlazeni hlavé howziho a
skopového masa dodrzenim pravidla, Ze teplotagirjatupravenémde do 10 hodin po
porazce by negtla byt nizSi nez 10 °C. Dopateni vychazi ze skutaosti, Ze v prvnich
deseti hodindch po poraZzce se odbouravaji enekgebichaté sloéeniny — glykogen a
adenozintrifosfat, neni — li pak ATP k dispozicilestaténém mnoZzstvi, nefize ke zkra-

ceni chladem dojit [46].
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem teoretick&éasti diplomové prace bylo shrnuti sasnych poznatko histologické a
chemické stawbhowziho masa, zejména o jeho proteinovém slozZeni.idaiem bylo
ziskat poznatky o gbéhu zn&n bthem zrani masajf@devsim o fisobeni proteolytickych
enzymi a o zméné proteinového profilu. Cil teoretick&sti je vyjaden v nasledujicich
bodech:

1. Charakteristika chemického sloZeni B0 masa a jeho zakladnich vlastnosti.
2. Popis ptibchu postmortalnich zam.
Pro zpracovani prakticke&sti prace byloreba splnit nasledujici body:

1. Stanoveni profilu molekulovych hmotnosti vzorkowziho masa v fibéhu zrani
pomoci SDS-PAGE.

2. Vyhodnoceni vysledkvyuzitim shlukové analyzy.

3. Porovnani vyhodnocenych vysled& dostupnou literaturou.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Pouzité pristroje a zarizeni

Analyzy vzorki byly provedeny v laborattch Ustavu technologie a mikrobiologie potra-

vin na Fakuk technologické Univerzity TomaSe Bati ve &ia k jejich analyze byly pou-

Zity tyto pristroje a z#zeni:

o

o

analytické vahy GH-200 EC (A&D)
automatické pipety 5 pl, 10 ul, 100 ul, 1000 uhisBiohit, Merci)
centrifug&ni zkumavky s wkem
elektroforeticka vertikalni aparatura (BIO-RAD)
eppendorfkové zkumavky

elektricky vdic¢ (ETA)

hlubokomrazici box MDF-U3286S (SANYO)
chladntka (Gorenje)

inkubator INCU-LINE (VWR)

laboratorni sklo

lyofilizator ALPHA 1-4 LSC (Christ)
odstedivka EBA 21 (Hettich ZENTRIFUGEN)
pH metr Cyber Scan 510 (Eutech Instruments)
trepaka (BioSan)

zarizeni pro deionizaci vody Aqua Osmotic 02 (AquaOso)o

6.2 Analyzované vzorky

Analyza proteinového profilu byla provedena u viohlowziho masa, které byly paeny

z masa mladych byk Vzorky masa byly pouzity kiicerstvé (24 hodipost mortemnebo

byly ponechany zréat po dobu 1 - 4 tydori teplot 0 - 3 °C. Vzorky byly v tétotizné fazi

zralosti ponechany v syrovém stavu a lyofilizovém@po byly tepelé opracované isobe-

nim teploty bodu varu vody po dobu 3 hodin a lypéivany az po tepelném opracovani.
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Lyofilizace vzorki byla provedenaipteplot -40 °C, tlaku cca 12 Pa a po dobu 48 hodin.
Lyofilizované vzorky byly uchovanyipmrazirenskeé teplét-20°C . Charakteristika&thto
vzorka je uvedena v tabulkach 8 az 16. Byci, ze kteryzbrky pochazeji jsou ozteni

pismeny A — .

Tab. 8: Charakteristika vzoiikhowziho masa — byk A, $fél7 nesiai

¢islo vzorku ozna&eni doba zrani opracovani
6 ASO 24 hodin syrove
4 AS2 2 tydny syrove
5 AS3 3 tydny syrove
7 AS4 4 tydny syrove
8 AT2 2 tydny tepelné
9 AT3 3 tydny tepelné
10 AT4 4 tydny tepelné

Tab. 9: Charakteristika vzaodkhowziho masa — byk B, $14l7 n¥siai

¢islo vzorku oznd&eni doba zrani opracovani
38 BSO 24 hodin syrové
39 BS2 2 tydny syrove
37 BS4 4 tydny syrove
13 BTO 24 hodin tepelné
12 BT2 2 tydny tepelné
11 BT4 4 tydny tepelné

Tab. 10: Charakteristika vzaikhowziho masa — byk C, gfal7 n¥siai

¢islo vzorku ozna&eni doba zrani opracovani
43 CSO 24 hodin syrove
44 CS2 2 tydny syrové
45 CS3 3 tydny syrové
32 CTO 24 hodin tepelné
15 CT2 2 tydny tepelné
14 CT3 3 tydny tepelné
33 CT4 4 tydny tepelné
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Tab. 11: Charakteristika vzaikhowziho masa — byk D, sia826 nesiai

¢islo vzorku ozna&eni doba zrani opracovani
46 DSO 24 hodin syrové
47 DS2 2 tydny syrovée
48 DS4 4 tydny syrové
19 DTO 24 hodin tepelné
21 DT2 2 tydny tepelné
20 DT4 4 tydny tepelné

Tab. 12: Charakteristika vzaikhowziho masa — byk E, $ial7 n¥siai

¢islo vzorku oznd&eni doba zrani opracovani
50 ESO 24 hodin syrove
49 ES2 2 tydny syrove
23 ES4 4 tydny syrove
51 ET2 2 tydny tepelné
22 ET4 4 tydny tepelné

Tab. 13: Charakteristika vzailkhowziho masa — byk F, siial7 n¥siai

¢islo vzorku ozna&eni doba zrani opracovani
53 FSO 24 hodin syrove
54 FS1 1 tyden syrove
52 FS2 2 tydny syrové
55 FS3 3 tydny syrové
56 FS4 4 tydny syrové
18 FT2 2 tydny tepelné
16 FT3 3 tydny tepelné
17 FT4 4 tydny tepelné
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Tab. 14: Charakteristika vzaikhowziho masa — byk G, $fél7 n¥siai

¢islo vzorku ozna&eni doba zrani opracovani
58 GSO 24 hodin syrove
57 GS1 1 tyden syrove
59 GS2 2 tydny syrové
60 GS3 3 tydny syrové
61 GS4 4 tydny syrové
31 GT1 1 tyden tepelné
24 GT2 2 tydny tepelné
25 GT3 3 tydny tepelné
30 GT4 4 tydny tepelné

Tab. 15: Charakteristika vzarkhowziho masa — byk H, stal7 nesiai

¢islo vzorku oznd&eni doba zrani opracovani
40 HSO 24 hodin syrové
41 HS2 2 tydny syrove
42 HS3 3 tydny sSyrové
26 HT1 1 tyden tepelné
27 HT2 2 tydny tepelné
28 HT3 3 tydny tepelné
29 HT4 4 tydny tepelné

Tab. 16: Charakteristika vzarkhowziho masa — byk |, stal7 nesiai

¢islo vzorku ozna&eni doba zrani opracovani
2 ISO 24 hodin Syrové
1 IS2 2 tydny syrove
3 1S4 4 tydny syrove
35 IT1 1 tyden tepelné
34 IT2 2 tydny tepelné
36 IT4 4 tydny tepelné
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6.3 Priprava vzorka

Lyofilizované vzorky masa pro kvalitativni analybyly navazeny do centrifugai zku-
mavky v mnoZzstvi 1 g, dopiny 9 ml deionizované vody aikladné promichany. Nasled-
né byly inkubovany pi teplo& 40 °C po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby inkubagky b
vzorky umistény do centrifugy a odstd’ovany po dobu 10 minut. Vznikla suspenze byla
odpipetovana v mnozstvi 100 ul do eppendorfkovéraky, bylo k ni pidano 25 pl 20%
SDS, 12,5 pl merkaptoetanolu a 115 pl vzorkovéHoaup¥zorky byly dolie promichany

a inkubovany fi 100 °C po dobu 10 minut. Vzorky byly uchovavarttpplot 4 °C.

6.4 SDS-PAGE

SDS-PAGE elektroforéza je polyakrylamidova gelolekieoforéza v fitomnosti dodecyl-
sulfatu sodného. Je to separametoda ke stanoveni protéina zaklad odliSné moleku-

lové hmotnosti a na zaklagejich pohyblivosti v elektrickém poli.

Podstatou separace jéitpmnost aniontového detergentu dodecylsulfatu godn(SDS),
ktery se vaze na vSechny bilkoviny v pgm1,4 g SDS na 1 g bilkovin. Navdzanim SDS
meéni proteiny svoji konformaci, tj. &bi se disulfidické nistky v molekule proteinu (n&p
pouzitim merkaptoetanolu). Pro dokonalé navazar® 8B bilkovinu jeieba vzorky za-

hiat na vysokou teplotu.

Vznika komplex SDS-bilkovina, kterd ma zaporny npéodim je umozén pohyb vSech
molekul vzorku v elektrickém poli stejnym grem. Polyakrylamidovy gel, fjpraveny
kopolymeraci akrylamidu B,N‘- methylenbisakrylamidu, slouzi jako porézni matie-
likost poffi a tudiz i rozsah molekulovych hmotnosti zavispoagru mezi akrylamidem a
bisakrylamidem. Pro analyzu vzdrise gely barvi a nasledaynryhodnocuji pislusnymi
postupy [49, 50, 51].

Pro elektroforézu byla pouzita vertikalni elektmaficcka aparatura Mini PROTEAN Tetra
Cell (BIO-RAD). Aparatura se sklada z vlastni vangika, dvou tvarovanych skel
v parovém usp@dani, teflonového mezernikégteni) a lebinku (viz. obr. 8). Aparatura

byla sestavena dle dopdani vyrobce.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 46

Obr.8:Aparatura pro elektroforézu Mini PROTEAN Ee€ell (BIO-RAD),
A-vlastni vana a viko, B-stojan a drzaky skel, @;dR-hebinky[53]

Pro separaci proteinbyl pouzit 12% sepatai gel tlousky 1,5 mm. Gel byl fipraven

smichanim nasledujicich rozto[52].

Pred kazdou elektroforézou byfipravencerstvy roztok persiranu amonného. Rmdmni
persiranu amonného a TEMEDu byl roztok fdopromichan a ihned aplikovan pomoci
pipety mezi skla do vySkyiiplizné 3 cm od horniho skla tak, aby nedoslo ke vznikio-bu
lin. Pro ziskani hladkého povrchu a zamezeni polgmeena vzduchu byl gekgdit desti-
lovanou vodou. Polymerace probih& pokojové teplat. Po 1 hodit byla destilovana

voda odstragna filtratnim papirem.

Po odstraéni zbytki vody byl na sepatai gel aplikovan 5% koncenthai gel, ktery byl

pfipraven z nasledujicich roztok52].

VSechny slozky roztoku bylyitkladns promichany a roztok byl pipetou aplikovan na ztuh-
ly separéni gel az &sre pod hranu horniho skla. Poté byl opatmsunut teflonovy feben
tak, aby byly odstramy vSechny vzduchové bubliny. Taktéigraveny gel byl i se stoja-
nem viozen do vihké kofmky, kde byl do druhého dne ponech&nhpgokojové teplo po-

lymerovat.

Roztoky pouzité i SDS-PAGE jsou popsany Vifmzec.1.
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6.4.1 NanasSeni vzork a vlastni elektroforéza

Z gelu byl opatra vyjmut hrebinek a odstran dolni mezernik. Do spodniho prostoru apa-
ratury byl nalit elektrodovy pufr a byly upetma skla tak, aby byly eliminovany bubliny ve

spodnicasti gelu. Do horndasti vany byl nalit elektrodovy pufr tak, aby do&lprevrstve-

ni jamek, do kterych bude aplikovan vzorek. Vzobgy nanaSeny pomoci automatické

pipety v objemu 15 pl. Kroenvzorki proteimi byl nandSen také molekulovy hmotnostni
standard Protein test Mixture(S8ERVA).

Po naneseni vzoikbyla elektroforeticka vanar@kryta vikem a fipojena ke zdroji stejno-
smeérného proudu. Proud byl nastaven na hodnotu 30 JaRmilecelo elektroforézy vi-
zualizované bromfenolovou miicloputovalo ke spodni hranici separio gelu, byl dli-
ci proces ukoten. Elektroforéza trvala necelé 3 hodiny. Po jegkorteni byla od sebe
opatrré odctlena skla, mezi kterymi se nachézel gel. Z geludagtragn koncentrani gel

a takto upraveny gel byl fixovan 30 minut féxam roztokem samostativ misce.

6.4.2 Barveni a hodnoceni gd

Po odstraéni fixacniho roztoku a oplachnuti destilovanou vodou fiddn barvici roztok
a za staléhar¢pani barven alespd hodinu. Poté byl barvici roztok odstéanoplachnut

destilovanou vodou afglit odbarvovacim roztokem.

Takto gipraveny gel byl zdokumentovan digitalnim fotoapend Olympus Camedia C-
4000 Zoom a vyhodnocen pomoci programu BIO-1D. ya@lané vzorky byly statisticky

vyhodnoceny pomoci shlukové analyzy v programu tahigerze 5.5.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Optimalizace vzorki pro SDS-PAGE

Pred samotnym stanovenim proteinového profilu bigba ukit, kterd koncentrace vzoik
bude pro stanoveni protéimpomoci SDS-PAGE vhodn&. Vhodna koncentrace byenar
experimentals, a to provedenim elektroforézy u vybranych viorknalyza vzork byla
provedena uit vzorki masa syrového (vzorek 1, 2, 3) aiwtzorki masa tepekopraco-
vaného (vzorek 34, 35, 36). U kazdého vzorku bytav@dena elektroforéza koncentrova-
ného vzorku a vzorkuredtného deionizovanou vodou v pérach 1:1, 1:4 a 1:9 (viz. obr.
9, 10, 11, 12).

Po provedeni SDS-PAGE vSech vzothyly gely obarveny, zdokumentovany a vizieln
porovnany. Dle porovnani bylo rozhodnuto, Ze pemgveni proteinového profilu vzorky
syrového masa buddadiny v pongru 1:9 a vzorky tepethupraveného masa budou pone-

chany v koncentrovaném stavu.

Obr.9: Proteinovy profil koncentrovanych vzérkiskanych metodou SDS-PAGEIS2,
2:1S0,3: 1S4,34: 1T2, 35: IT1, 36: IT4. Oznaeni vzork je shodné s popisem metodiky
v kapitole 6.2.
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Obr.10: Proteinovy profiFedenych vzork 1:1 ziskanych metodou SDS-PAGELS2,
2:1S0,3: 1S4,34: 1T2, 35: IT1, 36: IT4. Oznaeni vzork je shodné s popisem metodiky
v kapitole 6.2.

Obr.11: Proteinovy profiFedenych vzork 1:4 a vzorku molekulového hmotnostniho
standardu ziskanych metodou SDS-PAGHS?2,2: 1S0,3: 1S4,34: 172, 35: -T1, 36:
IT4, S: molekulovy hmotnostni standard. Ozeai vzork je shodné s popisem
metodiky v kapitole 6.2.
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Obr.12: Proteinovy profiFedenych vzork 1:9 ziskanych metodou SDS-PAGELS2,
2:1S0,3: 1S4,34: 172, 35: IT1, 36: IT4. Ozn@eni vzork je shodné s popisem metodiky
v kapitole 6.2.

7.2 Vysledky proteinového profilu howziho masa v pfibéhu jeho zrani

Elektroforetické stanoveni proteinového profilu dyrovedeno v haizim mase deviti
mladych byk (byk A —1). Vzorky masa byly nanaSeny na geléss se standardem o
znamé molekulové hmotnosti. Elektroforeticka analgla zansiena na vyskyt protein

s molekulovou hmotnosti pod 100 kDa, kamiipatydrolyzaty hlavnich bilkovin. Vyssi
molekulové hmotnosti nebyly analyzovany. S ohledemtuto skuténost byla zvolena
nésledujici velikost proteinovych standard2,5, 21, 29, 45 a 67 kDa. Elektroforézy vzor-
ki byly provedeny duplicitéy snimky gel vSech analyz jsou zobrazenyivlpze 2

Srovnanim s molekulovym standardem byly pomoci ranog BIO-1D vypeéteny velikosti
molekulovych hmotnosti jednotlivych protéinProteiny byly zn&ny manualé a jejich

spravnost byla potvrzendifpmnosti piku v denzitometrickdikce dané drahy.

Metodou SDS-PAGE byly ve vzorcich identifikovanyominy o molekulové hmotnosti
v rozmezi 8,9 az 93,2 kDa. NejvysSi molekulovéa hmost, ktera byla byla identifikovana u
masa tepekh neopracovaného je hodnota 91,1 kDa a nejnizSkBa U masa tepetn

o

opracovaného byla identifikovana nejvySSi molekaldvnotnost 93,2 kDa a nejnizsi 9,4
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kDa. Paet identifikovanych proteiin se pohyboval v rozpi od 4 az do 22 protein U
vzorki tepelr® neopracovanych byl nejvysSidad proteirti 22 a nejnizsi 13. Vzorky tepel-

n¢ opracované vykazovaly pty v rozmezi 4 az 12 protain

Proteiny masa maji obvykle vy$Si molekulovou hmetmeZ jsme detekovaly ve vzorcich,
ale z divodu postihnuti rozkladnych prodebyla zvolena kompromisni 12% koncentrace

separéniho gelu, kterd identifikuje proteiny s nizsi maleovou hmotnosti.

Proteinové profily bylt byly také statisticky vyhodnoceny metodou shlukawnalyzy, je-

jimz vysledkem jsou tzv. dendrogramy, kde jsou ky@eskupeny dle podobnosti.

7.2.1 Proteinovy profil hovéziho masa byka A

V tabulce 17 jsou uvedeny molekulové hmotnostigirdt které byly identifikovany me-
todou SDS-PAGE.

Tab. 17: Stanoveny proteinovy profil l#aiho masa byka A. Hodnoty jsou
uvedeny v kDa.

ASO AS2 AS3 AS4 AT2 AT3 AT4

oo

77,0 84,5 81,8 81,1 87,6 91,3 89,1
71,0 82,2 68,9 76,6 81,1 83,8 86,2
67,9 78,5 44,5 71,0 78,2 80,8 80,6
62,3 72,9 40,6 68,4 33,1 52,0 78,0
57,8 70,1 30,7 61,1 29,9 31,1 10,2
44,6 64,2 28,3 57,6 25,6 26,0
40,0 60,2 25,9 43,7 22,8 10,9
30,6 48,7 24,4 40,1 10,7
28,3 44,6 22,9 30,6
25,7 42,0 20,7 28,2
24,2 31,7 20,0 25,8
22,9 28,7 18,4 24,3
20,8 26,6 16,6 23,0
19,8 24,7 10,2 20,8

18,6 23,3 19,9

17,2 21,0 18,4

10,3 20,0 16,6
18,7 10,4
17,0

10,2
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Byly identifikovany proteiny o molekulové hmotnosti rozmezi 10,2 — 91,3 kDa.
Z tabulky je patrné, Zze u vzarkmasa, které nebylo tepélopracované, bylo detekovano
mnohem vice protein(14 — 20 proteif) neZ u masa tepalropracovaného (5 — 8 protei-
nt). Nejvice proteifi bylo zaznamenano u syrového masa zrajiciho 2 tgdngjmensi

pocet proteiri vykazoval vzorek tepednopracovany, ktery zrél 4 tydny.
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Obr.13: Vysledky shlukové analyzy proteinovétofilu byka A

Pri shlukové analyze proteinového profilu byka A, jakpatrno na obrazku 13, se vyt

3 zakladni shluky. Prvni shluk je tem vzorky syroveho masa, které zralo 24 hodin (ASO)
2 tydny (AS2) a 3 tydny (AS3). Lze tedyeplpokladat podobnost proteinového profilu
téchto vzorki. DalSi podobnost Ize sledovat u vzibdruhého shluku. Jedna se o vzorky
masa tepekh opracovaného, které zraly po dobu 2 ydAT2), 3 tydm (AT3) a 4 tydri
(AT4). Samostatny shluk vytvib vzorek syrového masa zrajiciho 4 tydny (AT4).eLz
z toho usuzovat, Ze tento vzorek ma odliSny protginprofil od vzorki tepelr oSete-

nych, ale také od ostatnich vzarepelr® neopracovanych.
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7.2.2 Proteinovy profil hovéziho masa byka B

Ve vzorcich masa byka B byly pomoci SDS.PAGE idiatvany proteiny v rozmezi mo-
lekulovych hmotnosti 9,9 — 89,5 kDa. Nejvice pnaiebylo detekovano ve vzorcich bez
tepelné Upravy, a to u vzarkzrajicich 24 hodin a 2 tydny, bylo zggb po 14-ti protei-
nech. U vzork tepelr opracovanych bylo vyhodnoceno 9 proteinvzorku zrajiciho 24
hodin a po 8 proteinech u vzdrkkteré zraly 2 a 4 tydny. Molekulové hmotnostijsove-
deny v tabulce 18.

Tab. 18: Stanoveny proteinovy profil ld@iho masa byka B.
Hodnoty jsou uvedeny v kDa.

BSO BS2 BS4 BTO BT2 BT4

83,4 70,9 79,9 88,7 89,5 89,3
71,6 51,5 71,9 84,4 84,3 83,8
51,0 48,0 52,3 81,4 81,0 80,9
47,1 42,6 43,3 57,4 56,2 54,9
42,6 31,6 32,1 45,4 46,6 44,3
31,6 29,0 28,8 34,5 35,3 34,4
29,0 26,1 26,5 27,7 28,5 27,8
26,0 25,5 26,0 25,2 12,5 12,3
25,2 24,3 24,5 12,0
24,0 22,2 23,9
22,2 21,1 22,2
21,1 20,5 21,2
20,5 9,9 20,6
10,2 10,5

Proteinovy profil byka B vytvill pii shlukové analyze 2 zakladni shluky (viz. obr.14).
Prvni shluk je tvéen vzorky syrového masa zrajiciho po dobu 24 h@@®B0), 2 tydr
(BS2) a 4 tyda (BS4). Druhy shluk vytviily vzorky masa tepethopracovaného, které
zralo 24 hodin (BTO), 2 tydny (BT2) a 4 tydny (BTMuZeme tedy dle shlukové analyzy
usuzovat, Ze vzorky masa tepehlreopracovaného a vzorky tepebpracované maji odlis-

ny proteinovy profil.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 54

200 |

180 |

160 |

140 |

120

100 |

BSO BS2 BS4 BTO BT2 BT4

Obr.14: Vysledky shlukové analyzy proteinovétofilu byka B

7.2.3 Proteinovy profil hovéziho masa byka C

V tabulce 19 jsou uvedeny molekulové hmotnosti gindt které byly identifikovany po-
moci metody SDS-PAGE. Byly identifikovany proteioynolekulové hmotnosti v rozmezi
9,4 — 88,7 kDa. Z tabulky je patrné, Zze u viorkasa, které nebylo tepélopracované,
bylo detekovano mnohem vice protemez u masa tepalropracovaného (5 — 8 protéijn

U vzorki syrového masa bylo prokazano 14 prateento shod& u masa zrajiciho 24 ho-
din, 2 tydny a 3 tydny. NejmenSi ¢ proteirti (5 proteinii) vykazovaly vzorky tepeth

opracované s dobou zrani 24 hodin a 4 tydny.

Na obr.15 jsou zobrazeny vysledky shlukové anaproyeinového profilu byka C. Vytvo-
fily se 2 zakladni shluky. Prvni shluk je fea vzorky masa tepelmeopracovaného, které
zralo 24 hodin (CS0), 2 tydny (CS2) a 3 tydny (CSBjomto shluku vzorky zrajici 24
hodin a 2 tydny vykazovaly vy3Si podobnost proteéim profilu, vzorek zrajici 3 tydny
byl od gedchozich vzonk oddlen, tudiz Ize fedpokladat, Ze se jeho proteinovy profil od
predchozich [iSil. Druhy shluk byl t¥en vzorky masa tepalropracovaného zrajiciho 2
tydny (CT2), 3 tydny (CT3), 24 hodin (CTO0) a 4 tyd(CT4). Proteinovy profil vzorku
zrajiciho 4 tydny je prawghodobrt od ostatnich vzotkmasa tepethopracovaného odlis-

ny, jelikoz jeho shluk je mighodcElen.
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Tab. 19: Stanoveny proteinovy profil Bpdho masa byka C. Hodnoty jsou
uvedeny v kDa.

CSO0 CS2 CS3 CTO CT2 CT3 CT4

81,1 81,5 82,0 88,1 88,7 88,1 88,9
77,0 77,3 78,7 84,0 85,0 85,2 84,1
66,8 68,3 69,1 79,9 78,4 79,8 80,8
45,8 45,8 47,4 57,6 54,7 52,9 60,1
43,2 43,3 43,9 11,3 46,2 43,2 11,7

38,8 39,3 40,0 34,3 34,2
30,2 30,2 30,9 28,0 27,5
27,4 27,8 28,2 11,0 111

254 25,4 25,7
23,9 24,0 24,1
22,7 22,7 22,8
20,5 20,6 20,5
19,5 19,5 19,7
9,4 9,6 9,4
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Obr.15: Vysledky shlukové analyzy proteinovéfofilu byka C
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7.2.4 Proteinovy profil hovéziho masa byka D

Ve vzorcich masa z byka D byly pomoci SDS.PAGE tifikavany proteiny v rozmezi
molekulovych hmotnosti 9,3 — 88,8 kDa. Nejvice emt bylo detekovano ve vzorcich
bez tepelné Gpravy, a to u vzérkrajicich 24 hodin, bylo zji&o 17 proteid. Vzorky,
syrového masa, které zraly 2 tydny, vykazovaly fidigani a syroveé vzorky zralé 4 tydny
14 proteirii. U vzorki tepelr opracovanych bylo vyhodnoceno nejvice pratainvzorku
zrajiciho 24 hodin — 11 proteéinU vzorki tepelrg opracovanych , které zraly 2 tydny, bylo
zjisténo 7 proteid a u vzork zralych 4 tydny bylo ozrigno 8 proteifi. Stanovené mole-
kulové hmotnosti jsou uvedeny v tabulce 20.

Tab. 20: Stanoveny proteinovy profil ldaiho masa byka D.
Hodnoty jsou uvedeny v kDa.

DSO DS2 DS4 DTO DT2 DT4

85,8 83,3 66,2 84,4 87,7 88,8
83,5 69,0 43,4 79,8 85,4 85,3
68,4 47,8 39,6 75,4 81,0 82,8
47,8 44,2 30,1 71,8 48,8 50,4
44,4 40,3 27,6 46,6 40,4 38,7
40,1 30,4 25,4 42,3 26,3 30,3
30,6 27,6 23,7 31,4 9,7 27,7
27,4 25,4 22,6 28,6 9,4
25,4 23,8 21,9 24,7
24,0 22,7 20,5 23,6
22,7 21,9 20,0 10,1
21,9 20,8 18,4
20,6 19,8 16,1
19,9 18,1 9,3

18,2 16,3
16,4 9,6
9,5

Pti shlukové analyze proteinového profilu byka D, jakpatrno na obrazku 16, vykazuji
nejvysSi podobnost proteinovych préfitzorky masa tepetnneopracovaného, které zraly
24 hodin (DS0) a 2 tydny (DS2). Daleabeme z vysledk pozorovat, Ze proteinové profily
ostatnich vzork jsou v dendrogramu rovnamé umistny a postup& kumulovany na

vzorky jiz zmihované, a to vtomto padi: vzorek tepekh neopracovany zrajici 4 tydny
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(DS4), a vzorky tepethopracované zrajici 4 tydny (DT4), 2 tydny (DT224 hodin
(DTO).
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Obr.16: Vysledky shlukové analyzy proteinovéfofilu byka D

7.2.5 Proteinovy profil hovéziho masa byka E

V tabulce 21 jsou uvedeny molekulové hmotnosti gindt které byly identifikovany po-
moci metody SDS-PAGE. Byly identifikovany proteioynolekulové hmotnosti v rozmezi
9,6 — 93,2 kDa. Z tabulky je patrné, Zze u viorkasa, které nebylo tepélopracované,
bylo detekovano mnohem vice proteineZz u masa tepelropracovaného (8 — 12 protei-
ni). U vzorki syrového masa bylo prokdzano 18 prateanto shodé u masa zrajiciho 24
hodin a 2 tydny. Vzorek zrajici 4 tydny vykazoval droteiri. Nejmensi péet proteiri (8

proteini) vykazoval vzorek tepetnopracovany s dobou zréni 2 tydny.

Na obrazku 17 je zobrazena shlukova analyza pmiého profilu byka E. NejvysSi po-
dobnost proteinovych profilvykazuji vzorky masa tepe&lmeopracovaného, které zraly 24
hodin (ESO) a 2 tydny (ES2). Daleigeme z dendrogramu pozorovat, Ze dalSim nejvice
podobnym proteinovym profilem je vzorek tepelneopracovany zrajici 4 tydny (ES4).
DalSi vzorky jsou umishy v padadi: tepeld opracovany vzorek zrajici 2 tydny (ET2) a

tepelr® opracovany zrajici 4 tydny (ET4).
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Tab. 21: Stanoveny proteinovy profil ldaiho
masa byka E. Hodnoty jsou uvedeny v kDa.

ESO ES2 ES4 ET2 ET4

81,7 91,1 70,4 93,2 87,8
66,6 75,4 51,5 88,1 82,71
46,1 70,4 47,2 81,8 79,2
43,6 64,9 42,0 47,2 73,9
39,6 59,9 31,4 38,5 55,2
36,9 44,6 28,6 26,8 44,1
30,6 42,4 27,2 24,8 33,6
27,4 38,8 26,0 10,0 28,6

25,6 33,2 24,2 26,5
24,0 29,9 21,3 25,0
22,8 27,4 20,9 21,3
21,9 25,2 20,0 9,9
20,8 23,7 10,5
19,9 22,6
18,3 20,8
17,4 19,9
16,0 18,3
9,9 9,6
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Obr.17: Vysledky shlukové analyzy proteinovéfofilu byka E
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7.2.6 Proteinovy profil hovéziho masa byka F

Ve vzorcich masa z byka F byly identifikovany pmyev rozmezi molekulovych hmotnos-
ti 9,9 — 83,6 kDa. Nejvice proteirbylo detekovano ve vzorcich bez tepelné Upravy, &
vzorki zrajicich 2 tydny, bylo zjisho 18 protein. Vzorek, syrového masa, ktery zral 3
tydny, vykazoval 17 proteina u syrovych vzorik zralych 24 hodin, 1 tyden a 4 tydny bylo
identifikovano shod&po 15- ti proteinech. U vzoilkiepelr# opracovanych bylo vyhodno-
ceno nejvice proteinu vzorku zrajiciho 2 tydny — 10 protéinJ vzorki tepelrg opraco-
vanych , které zraly 3 tydny, bylo zg$io 6 proteii a u vzork zralych 4 tydny bylo ozna-
¢eno 5 proteifi. Stanovené molekulové hmotnosti jsou uvedeny ultab22.

Tab. 22: Stanoveny proteinovy profil l#aiho masa byka F. Hodnoty jsou uvede-
ny v kDa.

FSO FS1 FS2 FS3 FS4 FT2 FT3 FT4
83,6 83,2 77,5 82,3 77,8 83,0 78,1 79p
67,7 67,9 71,1 78,4 69,5 80,2 75,1 76,0
43,1 43,5 68,3 72,0 43,5 76,2 47,% 47,6
39,3 39,7 60,7 69,0 40,1 69,6 29,1 27,8
30,6 30,8 57,7 43,5 30,9 47,5 27,1 108

28,0 28,2 44,7 40,6 28,1 40,1 10,6
25,9 25,8 39,5 31,0 26,1 25,2
24,3 24,2 30,8 28,3 24,4 24,2
23,0 23,0 27,7 26,1 23,0 21,6
21,8 22,2 25,7 24,3 22,3 10,1
20,8 20,9 24,2 23,1 20,8
19,9 20,0 23,1 22,3 20,0
18,1 18,3 22,2 20,9 18,8
16,1 16,7 20,8 19,9 17,3
10,1 10,5 19,9 18,7 10,1

18,4 16,8
16,7 10,0
9,9

Pti shlukové analyze proteinového profilu byka F, j@kpatrno na obrazku 18, se vyiNy
3 z&kladni shluky. Prvni shluk je tem vzorky syrového masa, které zrélo 1 tyden (F51),
tydny (FS2) a 24 hodin (FSO0). Lze tedegpokladat podobnost proteinového profédah:

to vzorki. DalSi podobnost Ize sledovat u vzibdkruhého shluku. Jedna se o vzorky masa
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tepelr® neopracovaneho, které zraly po dobu 3 ty(FS3) a 4 tydt (FS4) a vzorku masa
tepelr® opracovaného zrajiciho 2 tydny (FT2). DalSi shiykvorily vzorky tepelr opra-
covaného masa zrajiciho 3 tydny (FT3) a 4 tydnyjFILze z toho usuzovat, Ze tyto vzor-

Ky maji odliSny proteinovy profil od ostatnich vkar

200 |
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FS1 FSs2 FSO FS3 FS4 FT2 FT3 FT4

Obr.18: Vysledky shlukové analyzy proteinovéofilu byka F

7.2.7 Proteinovy profil hovéziho masa byka G

V tabulce 23 jsou uvedeny molekulové hmotnosti gindt které byly identifikovany po-
moci metody SDS-PAGE. Byly identifikovany proteioynolekulové hmotnosti v rozmezi
9,8 — 85,6 kDa. Z tabulky je patrné, Zze u viorkasa, které nebylo tepélopracované,
bylo detekovano mnohem vice protemez u masa tepalropracovaného (7 — 8 protéjn

U vzorki syrového masa bylo prokazano 18 prateento shod& u masa zrajiciho 24 ho-
din a 1 tyden. Vzorky zrajici po dobu 2, 3 a 4 fydykazovaly 17 protein NejmenSi po-
et proteiri (7 proteiri) vykazoval vzorek tepetnopracovany s dobou zrani 2 tydny. U
vzorka zrajicich 1, 3 a 4 tydny byl ¢égn shodny piet 8 proteir.
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Tab. 23: Stanoveny proteinovy profil liaiho masa byka G. Hodnoty jsou uvedenyv kDa.

GSO GS1 GS2 GS3 GS4 GT1 GT2 GTB GT@

79,8 84,5 71,4 71,0 84,9 84,4 84,8 84,8 85{6
74,4 68,8 50,1 49,7 82,4 80,9 80,7 82,1 815
64,6 47,7 44,9 44,5 67,4 71,0 55,1 55,6 71|18
61,1 43,9 41,4 41,1 46,2 56,3 34,3 34,2 58|2
48,9 40,3 37,3 37,2 44,0 449 30,7 30,6 46{0
447 36,8 31,8 32,1 39,8 35,1 28,8 28,2 36|5
42,0 30,5 29,0 28,9 30,4 29,1 11,% 25,7 29|2
31,8 27,9 26,5 26,5 28,1 11,9 11,4 12

28,2 25,6 24,5 24,6 25,4

26,5 23,9 23,0 23,1 23,6

24,5 22,7 22,3 22,3 22,6

23,3 21,9 20,4 20,5 22,0

22,5 20,7 19,6 19,6 20,7

21,0 19,8 17,7 17,6 19,9

20,2 19,0 15,3 15,4 18,4

18,6 17,3 12,7 12,6 16,5

16,4 16,1 10,0 9,9 9,8

10,2 10,0
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Obr.19: Vysledky shlukové analyzy proteinovétofilu byka G
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Proteinovy profil byka G vytvdl pti shlukové analyze 4 zakladni shluky (viz. obr.19).
Prvni shluk je tvien vzorky syrového masa zrajiciho po dobu 1 tydp81), 2 tydd
(GS2), 3 tydd (GS3) a 4 tyda (GS4). Druhy shluk vytvdly vzorky masa tepekhopraco-
vaného, které zraly 1 tyden (GT1) a 2 tydny (GT23ISi shluk byl vytvéen tepeld opra-
covanymi vzorky zrajici 3 tydny (GT3) a 4 tydny (§T Samostatny shluk vytiibvzorek
syrového masa zrajiciho 24 hodin (GSO0). Lze z todwxovat, Ze tento vzorek méa odliSny
proteinovy profil od vzork tepelr® oSetenych, ale také od ostatnich vzirlepelr# neo-

pracovanych.

7.2.8 Proteinovy profil hovéziho masa byka H

V tabulce 24 jsou uvedeny molekulové hmotnosti gindt které byly identifikovany po-
moci metody SDS-PAGE. Byly identifikovany proteioynolekulové hmotnosti v rozmezi
9,1 — 89,9 kDa. Z tabulky jergimé, Ze u vzork masa, které nebylo tepélopracované,
bylo detekovano mnohem vice proteimez u masa tepalropracovaného. U vzoitksyro-
vého masa bylo prokdzano nejvice praiairmasa zrajiciho 3 tydny (17 prot&inVzorky
zrajici po dobu 24 hodin a 2 tyilivykazovaly 14 proteiin NejmensSi péet proteiri (6
proteini) vykazovaly shod& vzorky tepel# opracované s dobou zrani 1, 2 a 3 tydny. U

vzorka zrajiciho 4 tydny byl wen paet 10 proteif.

Na obr.20 jsou zobrazeny vysledky shlukové anaproyeinového profilu byka H. Vytvo-
fily se 2 zakladni shluky. Prvni shluk je tea vzorky masa tepa@lmeopracovaného, které
zralo 24 hodin (HSO0), 2 tydny (HS2) a 3 tydny (HS3)Ytomto shluku vzorky zrajici 24
hodin a 2 tydny vykazovaly vysSi podobnost prote@im profilu, vzorek zrajici 3 tydny
byl od gredchozich vzonk odcElen, tudiz I1ze pedpokladat, Ze se jeho proteinovy profil od
piedchozich liSil. Druhy shluk byl t¥en vzorky masa tepalropracovaného zrajiciho 1
tyden (HT1), 2 tydny (HT2), 3 tydny (HT3) a 4 tydfyT4). Lze tedy pedpokladat, Ze
proteinové profily vzorlk masa tepekhneopracovaného a masa tepedpracovaného jsou

odlisné.
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Tab. 24: Stanoveny proteinovy profil dBpiho masa byka H. Hodnoty

jsou uvedeny v kDa

HSO HS2 HS3 HT1 HT2 HT3 HT4
79,2 79,8 77,0 89,9 89,8 88,2 89,3
76,0 76,0 71,0 87,5 87,2 86,5 86,6
56,9 56,3 67,0 82,8 82,2 81,0 80,%
45,5 45,0 61,1 80,1 79,0 77,9 76,9
42,4 42,5 57,8 57,1 56,2 53,8 47,8
38,6 38,8 43,3 10,2 10,0 10,1 39,1
29,7 30,2 40,3 31,5
27,6 27,4 30,6 28,9
25,1 25,1 27,8 26,4
23,8 23,7 25,7 9,5
22,6 22,6 24,3
20,3 20,4 23,0
19,5 19,4 20,8
9,2 9,1 19,9

18,5

16,5

10,2

HS0

HS2

HS3

HT1

HT2

HT3

Obr.20: Vysledky shlukové analyzy proteinovetofilu byka H

HT4
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7.2.9 Proteinovy profil hovéziho masa byka |

Ve vzorcich masa z byka | byly pomoci SDS.PAGE iifikovany proteiny v rozmezi mo-
lekulovych hmotnosti 8,9 — 90,4 kDa. Nejvice pnaiebylo detekovano ve vzorcich bez
tepelné Upravy, a to u vzarkerajicich 24 hodin, bylo zji&ho 22 proteif. VVzorek, syrove-
ho masa, ktery zral 4 tydny, vykazoval 21 praiemu syrového vzorku zralych 2 tydny,
bylo identifikovano 19 proteih U vzorki tepelr& opracovanych bylo vyhodnoceno nejvice
proteini u vzorku zrajiciho 2 tydny — 8 protéinU vzorki tepelr® opracovanych , které
zraly 4 tydny, bylo zji&no 6 proteii a u vzork zralych 4 tydny byly ozrgny pouze 4

proteiny. Stanovené molekulové hmotnosti jsou urgdetabulce 25.

Tab. 25: Stanoveny proteinovy profil daiho masa byka I. Ho-

dnoty jsou uvedeny v kDa

ISO 1S2 1S4 Tl IT2 T4
88,8 87,2 85,0 89,0 89,0 90,4
84,5 81,6 82,8 83,8 83,6 87,8
82,4 69,9 71,8 81,0 80,8 82,71
70,7 47,7 60,2 9,9 56,0 79,8
65,8 42,4 50,2 45,8 54,9
60,2 32,3 47,4 35,0 10,0
54,9 29,4 42,3 28,3

50,5 26,8 31,7 10,3

46,3 24,7 29,3

42,4 23,4 26,5

32,3 22,4 24,3

29,1 21,1 23,1

26,8 20,4 21,0

24,6 18,9 20,4

23,2 18,5 19,8

22,9 17,1 19,0

21,0 14,5 18,4

20,1 10,2 17,9

18,3 9,7 15,3

16,4 9,8

9,7 9,0

8,9




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 65

Pti shlukové analyze proteinoveho profilu byka I, jakpatrno na obrazku 21, se vyiNy
3 zakladni shluky. Prvni shluk je tem vzorky tepel& opracovaného masa, které zralo 1
tyden (IT1) a 2 tydny (IT2). Lze tedygdpokladat podobnost proteinového proféahto
vzorki. DalSi podobnost Ize sledovat u vzbrtruhého shluku. Jedna se o vzorky masa
tepelr® neopracovaného, které zraly po dobu 24 hodin (I&§3m (1S2) a 4 tydd (1S4).
Samostatny shluk vytvib vzorek tepel® opracovaného masa zrajiciho 4 tydny (IT4). Lze
z toho usuzovat, Ze tento vzorek ma odliSny protgirprofil od vzorki tepel® neoSete-

nych, ale také od ostatnich vzarepelr opracovanych

260

240 |

220

200 |

180 |

160 |

140 |

120

100 |

IT1 T2 1S0 152 184 T4

Obr.21: Vysledky shlukové analyzy proteinovétofilu byka |

7.3 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo zachytit Znu proteinového profilu v h@zim mase &hem
jeho zrani. Zminy proteiri byly sledovany v lyofilizovanych vzorciakerstvého masa (24
hodin post mortea masa zrajiciho po dobu 1 az 4 fygn teplo€ O - 3 °C. Analyzova-
né vzorky byly v ézné fazi zralosti ponechany v syrovém stavu a ligyofrany nebo byly
tepelr® opracované jsobenim teploty bodu varu vody po dobu 3 hodinoéiligovany az

po tepelném opracovani.
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U vzorki masa tepekh opracovaného bylo zji&to, Ze poet detekovanych protein
v ramci rozkladnych procége niz3i nez u vzortktepelr& neopracovanych, jelikozhem
tepelného opracovani doslo jiz ke &mém konformace a k chemickym &nam

v molekuléach proteiin[17].

VySSi p@et zjiS€nych protei u vzorki masa tepekhneopracovaného je vysledkem roz-
kladného procesu. Podstatny vliv naémmy proteiri béhem zrani je prokadzan a nejvice
prozkouman u proteolytickych enzym katepsin a kalpairii. U¢inkem jmenovanych en-
zymi dochéazi k destrukci bilkovinnych makromolekul, ag@isobuje posléze z&kéeni
masa, které je nejviceaipuzovano degradaci protéit-pasu sarkomery, zejména Z-linie.
Rozklad proteifl, zejména titinu a nebulinu, vede k fragmentaci fibyib a nakonec ke
zmekeéeni masa. Titin je degradovan na fragmenty o mabeiéuhmotnosti 2400 kDa a
1200 kDa, vzhledem Kk jejich vysoké molekulové hnosthnebylo mozno produkty jeho
degradace zaznamenat. Nebulin je degradovan naemilgy o molekulové hmotnosti
vrozmezi 30 kDa aZ éRolik stovek kDa, #které produkty jeho rozkladu vzhledem

k rozpeti molekulové hmotnosti bylo pravdodobr mozné detekovat [56, 57].

V howézim mase se obe&rasto vyskytuje jako produkt rozkladu polypeptid iibfzné
molekulové hmotnosti 38 kDa. Tento polypeptid jayakpodobré produktem degradace
dezminu. U gkolika vzorki masa tepeneopracovaného byl detekovan protein o takovée
molekulové hmotnosti a iteme se domnivat, Ze se jedna tento degnagaodukt de-

zminu. [56].

DalSim produktem degradace proteje fragment o molekulové hmotnosti 30 kDa, ktery
je prisuzovan rozkladu troponinu T. Troponin T je degrnah na vice fragmeinto mole-
kulovych hmotnostech 35, 30 a 28 kDa, aikarem rozkladu troponinu T je stabilni
fragment o velikosti 30 kDa. Vzhledem k tomu, Zeptinin T je povaZzovan za regulator
reakce mezi aktinem a myozinemizeme vyskytdchto 30 kDa fragmefitpovaZovat za
ukazatel rozpadu ztuhlosti himiho masa. Fragmentiplizné o takové molekulové hmot-

nosti byl detekovan tégh ve vSech vzorcich masa tepefreopracovaného [57, 58].

DalSim proteinem, jehoz rozkladné produkty jsme lindétekovat je tropomyozin. Ten je
Stpen na fragment o velikosti 14 kDa a rikalik mensSich polypeptid Synemin je dal-
Sim proteinem Z-linie a je rozkladan na velké mizZgolypeptidi o velikosti 40 — 220

kDa, hlavnimi fragmenty rozkladu jsou o velikos@, 45, 50, 66 a 200 kDa. Také jsme
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mohli identifikovat fragmenty rozkladu vimentinuteky je rychle degradovan na fragmen-
ty o molekulové hmotnosti 40 a 42 kDa, ty jsou d&bpeny na stabilni fragmenty o veli-
kosti 27, 22, 20, 16 a 15 kDa [32, 56, 57].

Z nejvice zastoupenych protéimasa — myozinu a aktinu bylo mozno prépadobré po-
zorovat nasledujici rozkladné produkty. U myozimujedna o fragmenty o molekulové
hmotnosti 90 a 120 kDa, které byly dale degradovényozpustné fragmenty v rozmezi 67
— 90 kDa. Dale je 8pen aktin katepsinem B a D na fragmenty o molektdbvhmotnos-
tech 35 a 12 kDa a katepsinem L aktin na fragmemnglikostech 40, 37 a 30 kDa [42].

VySe uvedené proteinoveé profily jednotlivych Byfsou vgtem molekulovych hmotnosti,
které byly v jejich mase v pbehu zrani detekovany. deme se jenijblizné dle teoretic-
kych wdomosti domnivat, o které proteiny by se mohlo gddedle vySe uvedenych pro-
teind a jejich produki rozkladu vzorky také dlefpdpokladu mohly obsahovat enzymy
nebo jejich inhibitory bilkovinné povahy. Pradegné uteni proteid by bylo napiklad
metodu SDS-PAGE kombinovat s jinou metodu detekegt. imunoprecipitaci, coz je
technika izolace specifickych protéire proteinovych swsi prostednictvim protilatek.
V této diplomové praci bylo cilem zachytit rozkla&dprocesy protein a proto metoda
SDS-PAGE byla pro tentasél dost&ujici.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 68

ZAVER
Studiem proteinového profilu héxiho masa &em jeho zrani byly zjighy rozdily mezi

vzorky masa tepethneopracovaného a masa tepedpracovaneho. Jednotlivé zéy lze
shrnout do &kolika bodi:

o Ve vzorcich masa tep@lmeopracovaného byl metodou SDS-PAGE zaznamenan

vySSi p@et detekovanych proteimez ve vzorcich masa tepé&lmpracovaného.

o Pcaet proteiri zjiSttnych ve vzorcich masa se pohyboval v rozmezi 4L2gir@tei-
ni. NejvysSi poet proteirii detekovanych ve vzorcich masa tepeleopracované-

ho byl 22 proteifi a nejnizsi peet 13 proteid. Ve vzorcich masa tepelmpraco-

s

o Hodnoty relativnich molekulovych hmotnosti detekayeh proteii se nachazely
mezi hodnotami 9,4 kDa az 93,2 kDa. NejvysSi mdmkiu hmotnost ve vzorcich
masa tepekneopracovaného, ktera byla stanovena, je hodrgiak®Da a nejnizsi

8,9 kDa. U vzorls masa tepekopracovaného byla zaznamenana nejvyssi moleku-

e

o Mezi vzorky masa tepetmeopracovaného vykazovaly nejblizSi podobnostkyzor
masa zrajiciho 24 hodin a zrajiciho 2 tydny. U kicepelr opracovanych byla

podobnost pozorovana dagtji mezi vzorky zrajicimi 1 tyden a 2 tydny.

Pomoci metody SDS-PAGE, zvoleného hmotnostniho katdeého standardu a zvolené
koncentrace sepafiaiho gelu bylo mozné identifikovat proteiny v rozh® az 93 kDa.
Diplomova prace se zabyvala zranim masa a jehdadaymi procesy, proto bylo takové
rozmezi pro dané stanoveni ddsiéci, nebd se gedpokladal vyskyt proteins nizSi mo-

lekulovou hmotnosti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ADP Adenozindifosfat

ATP Adenozintrifosfat

CB Katepsin B

CD Katepsin D

CL Katepsin L

DFD Dark, firm, dry (tmavy, tuhy, suchy)
HMM T&Zzky meromyozin

kDa Kilodalton

LMM Lehky meromyozin

MMP Matrix metaloproteinaza

PSE Pale, soft, exudative (bledykky, vodnaty)
SDS Dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE Polyakrylamidova gelova elektroforéza sitpmnosti dodecylsulfatu sodné-
ho

TEMED N,N,N",N"- tetra-metylendiamin
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PRILOHA P I: SEZNAM ROZTOK U PRO SDS-PAGE

o Tris pufr pro separéni gel, pH 8,952]
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochemi), 15 g
Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit na loddrpH 8,8 a doplnit deionizovanou
vodou do 100 ml. Uchovavatipt °C.

o Tris pufr pro koncentréni gel, pH 6,9452]

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochem&) g
Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit na loddmpH 6,8 a doplnit deionizovanou
vodou do 100 ml. Uchovavatipt °C.

0 30% roztok akrylamidu, 2,67%62]

Akrylamid (SERVA) 29,2 ¢
N,N*-methylenbisakrylamid (SERVA) 0,89

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovaviaép°C.

0 Vzorkovy puff52]
(0,062 M Tris-HCI, 5% merkaptoetanol a 10% glycgrol

Tris-HCL (SERVA) 0,0977 g
Merkaptoetanol (SERVA) 0,59
Glycerol (Lach-Ner) 109
Bromfenolovd motl(SERVA) 0,019

Upravit pH na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanodau do 10 ml.



o Elektrodovy pufr

Elektrodovy pufr dle Laemliho 10x koncentrovany FBEA), redni 1:9

0 Fixacni roztok[52]
(10% kyselina octova, 30% etanol)
Etanol, 96% (Lach-Ner) 30 ml
Kyselina octova (Lach-Ner) 10 mi

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.

0 Barvici roztol52]

0,25% Coomassie Blue R-250 (SERVA) v 50% (v/v) meha (Lach-Ner) a 10% (v/v)

kyselire octové (Lach-Ner).
o Odbarvovaci roztok48]

25% (v/v) metanol (Lach-Ner) a 10% (v/v) kyselirgiava (Lach-Ner).

o0 12% separani gel

30% roztok akrylamidu 11,7 mi
Tris pufr, pH 8,8 7,8 mi
Deionizovana voda 10,5 ml
10% SDS (SERVA) 0,3 ml
10% persiran amonny (SERVA) 120 pl
N,N,N",N* tetra-metylendiamin (SERVA) 15 pl

0 5% koncentrani gel

30% roztok akrylamidu 1,5ml

Tris pufr, pH 6,8 2,2ml



Deionizovana voda 5,1 ml
10% SDS (SERVA) 88 ul
10% persira amonny (SERVA) 44 ul

N,N,N",N* tetra-metylendiamin (SERVA) 11 pl



PRILOHA P II: SNIMKY GEL U PROVEDENYCH ANALYZ POMOCI
SDS-PAGE

Gel 1: Proteinovy profil vzotk ziskanych metodou SDS-PAGHE: GT2, 25: GT3, 30:
GT4,31: GT1,57: GS1,58: GS0,59: GS2,60: GS3,61: GS4,S: hmotnostni molekulovy

standard. Oznéeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 2: Proteinovy profil vzork ziskanych metodou SDS-PAGE: FT3, 17: FT4, 18:
FT2,52: FS2,53: FS0,54: FS1,55: FS3,56: FS4,S. hmotnostni molekulovy standard,
19: DTO. Oznéeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 3: Proteinovy profil vzotk ziskanych metodou SDS-PAGHE: HT1, 27: HT2, S:
hmotnostni molekulovy standa&8: HT3, 29: HT4,40: HS0,41: HS2,42: HS3,20: DT4,
21: DT2. Ozndeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 4: Proteinovy profil vzotk ziskanych metodou SDS-PAGE:IS2, 2: 1S0, S: hmot-
nostni molekulovy standar@: 1S4,34: 1T2, 35: IT1, 36: 1T4, 46: DS0,47: DS2. Ozné&eni

vzorki je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 5: Proteinovy profil vzotk ziskanych metodou SDS-PAGHE: DS4,11: BT4, 12:
BT2,13: BTO, 37: BS4,38: BS0,39: BS2,22: ET4, 23: ES4,S:. hmotnostni molekulovy

standard. Oznéeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 6: Proteinovy profil vzotk ziskanych metodou SDS-PAGH: CT3, 15: CT2, 32:
CTO,33: CT4,43: CS0,44: CS2,45: CS3,S: hmotnostni molekulovy standad®: ES2.

Ozna‘eni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 7: Proteinovy profil vzotk ziskanych metodou SDS-PAGE: FT3, 17: FT4, S:
hmotnostni molekulovy standar8: FT2, 19: DTO, 52: FS2,53: FS0,54: FS1,55: FS3,
56: FS4. Oznéeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 8: Proteinovy profil vzotkziskanych metodou SDS-PAGEAS2,5: AS3,6: ASO,S:
hmotnostni molekulovy standarg@t, AS4,8: AT2,9: AT3,10: AT4,51: AT3, 61: GS4.

Ozna‘eni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 9: Proteinovy profil vzotk ziskanych metodou SDS-PAGE1S2,2: IS0, 3: 1S4, 34:
IT2, 35: IT1, 36: IT4, 26: HT1, 27: HT2, 28: HT3, S: hmotnostni molekulovy standard.

Ozna‘eni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.
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Gel 10: Proteinovy profil vzorkziskanych metodou SDS-PAGE: DT4, 21: DT2, 46:
DS0,47: DS2,48: DS4,11: BT4,12: BT2,13: BTO, S: hmotnostni molekulovy standard,
29: HT4. Ozndeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 11: Proteinovy profil vzork ziskanych metodou SDS-PAGE: ET4, 23: ES4,S:
hmotnostni molekulovy standadf: ES2,50: ES0,51: AT3,37: BS4,38: BS0,39: BS2.

Ozna‘eni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 12: Proteinovy profil vzorkziskanych metodou SDS-PAGH: GT2,25: GT3 30:
GT4,S. hmotnostni molekulovy standall: GT1,57: GS1,58: GS0,59: GS2,60: GS3,
61: GS4. Oznéeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



GEL 13

Gel 13: Proteinovy profil vzorkziskanych metodou SDS-PAGE hmotnostni molekulo-
vy standard33: CT4,32: CT0,45: -S3,44: CS2,43: -S0,41: HS2,40: HSO0,15: CT2,14:

CT3. Ozndeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 14: Proteinovy profil vzorkziskanych metodou SDS-PAGEAT2,9: AT3,4: AS2,
5: AS3,6: AS0,7: AS4,42: HS3,50: ESO,S: hmotnostni molekulovy standarl): AT4.

Ozna‘eni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 15: Proteinovy profil vzork ziskanych metodou SDS-PAGE: FT3, 17: FT4, S:
hmotnostni molekulovy standai&®: FS2,53: FS0,54: FS1,55: FS3,56: FS4,58: GSO,

18: FT2. Oznéeni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



Gel 16: Proteinovy profil vzork ziskanych metodou SDS-PAGE: ES2,48: DS461:
GS4,S: hmotnostni molekulovy standart, 1S2, 2: 1S0, 46: DS0,47: DS2,57: GS1,50:
ESO. Ozné&eni vzork je shodné s popisem metodiky v kapitole 6.2.



