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ZASTOSOWANIE TECHNIKI MIKROSKOPOWEJ
DO OCENY STRUKTURY MIESA WOLOWEGO
PRZEZ POMIAR DLUGOSCI SARKOMEROW

Streszczenie. Celem pracy byta ocena stopnia zroznicowania dtugosci sarkomeréw migsnia pod-
grzebieniowego z migsa wotowego bydta rasy Limousin przy zastosowaniu techniki mikroskopo-
wej. Przygotowano preparat mikroskopowy z proby migsnia podgrzebieniowego (Infraspinatus) i
dokonano jego oceny przy wykorzystaniu mikroskopu w kontrascie Nomarskiego. Nastgpnie do-
konano pomiaru dlugosci sarkomeréw nalezacych do trzech roznych, reprezentatywnych miofi-
bryli. Dlugosci sarkomerow nalezacych do réznych miofibryli stanowity warto$ci charakteryzuja-
ce sie rozktadem normalnym. Srednia dtugos¢ sarkomeru, w zaleznosci od miofibryli wynosita od
2,18 £ 0,11 um do 2,55 + 0,08 pm. Rownoczesnie stwierdzono, ze réznice dtugosci sarkomerow
byty zalezne od miofibryli i dla poréwnania kazdych dwoch analizowanych miofibryli, réznity sie w
sposob istotny statystycznie (p=0,0244; p=0,0000; p=0,0000). Przeprowadzone analizy pozwalaja
na wnioskowanie, ze dlugosci sarkomerow w obrebie migénia mogg roznic si¢ znacznie i jest to
zalezne od tego z jakiej miofibryli pochodza. Dlatego niezmiernie wazne jest zastosowanie techniki
pozwalajacej na oceng¢ wyizolowanych pojedynczych miofibryli i porownanie ich mi¢dzy soba.
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WSTEP

Zréznicowanie kruchosci migsa wolowego jest jednym z wazniejszych proble-
méw w produkceji wotowiny Polsce i na §wiecie [11], gdyz warunkuje satysfakcje
konsumentdéw 1 wplywa na decyzje o zakupie mig¢sa [8, 10]. W badaniach wskazuje
si¢ na wptyw dlugosci sarkomerow na wtasciwosci fizyczne migsa, w tym migdzy
innymi na warto$¢ wspolczynnika twardosci, ktora odzwierciedla zalezno$¢ jaka
wystepuje miedzy dlugoscig sarkomerdéw a stopniem proteolizy post mortem [3].

W stanie spoczynku dtugo$¢ sarkomeru wynosi okoto 2,5 um, podczas gdy w
trakcie skurczu, w tym skurczu chlodniczego, moze wynosi¢ zaledwie 30% poczat-
kowej wartosci [1].
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Przyjmuje sie, ze sarkomery o dlugosci ponizej 2 pm przyczyniaja si¢ do wigk-
szej twardo$ci migsa podczas, gdy te powyzej 2 um — do mniejszej. Jednakze, nie
wyjasniaja one w petni twardosci i tak na przyktad w przypadku migsnia potsciegni-
stego (Semitendinosus), ich dlugos¢ eksplikuje jedynie 16% tej cechy, a dla mig$nia
najdtuzszego grzbietu (Longissimus dorsi) — 46% [13]. W niektorych baniach nie
stwierdza si¢ w ogole korelacji migdzy dtugoscig sarkomerow a twardoscig migsa
wotowego [12], a wskazuje si¢ na kilka czynnikéw tacznie wptywajacych na ten
parametr tj., zwarto$ci kolagenu, dlugosci sarkomerow i degradacji desminy [6, 13],
grubosci omigsnej, Srednicy wiokien i miofibryli [4]. Zlozono$¢ tego zjawiska wy-
maga doglebnej analizy mikroskopowe;j struktury migsa. Celem pracy byta analiza
mozliwosci oceny struktury migsa wotowego przez pomiar dlugosci sarkomerow
przy zastosowaniu techniki mikroskopowe;.

MATERIAL | METODYKA

Materiat badawczy stanowity proby miesa wolowego pochodzacego z buhaja
rasy Limousin o masie 466,4kg (wagi bitej cieptej), konformacji U i klasie otlusz-
czenia 3 uzyskane z badan w ramach Programu realizowanego w Instytucie Tech-
nologiczno-Przyrodniczym w Falentach pt. ,,Ulepszanie krajowych zrodet biatka ro-
slinnego, ich produkcji, systemu obrotu i wykorzystania w paszach”. Z odpowiednio
pobranej préby migsnia podgrzebieniowego (5 g) przygotowano preparat w roztwo-
rze sacharozy, w ktoérym dzieki przeprowadzonej homogenizacji (5000 rpm, 60 se-
kund), wyizolowano pojedyncze miofibryle. Przy ocenie wykorzystano mikroskop
Carl Zeiss Axio Imager.M2 z obiektywem EC Plan-Neofluar 100x/1.30 Oil Ph 3
M27 oraz kamerg AxioCamMRS5. Obserwacje wykonywano w kontrascie Nomar-
skiego (DIC — ang. differentia interference contrast).

Po homogenizacji, miofibryle widoczne byly w preparacie mikroskopowym jako
wyizolowane struktury (przyktadowe miofibryle zaprezentowano na zdj¢ciu na rysun-
ku 1a i rysunku Ic lub potaczone po dwa (przykladowe miofibryle zaprezentowano
na zdj¢ciu na rysunku 1b. Jednakze, w celu wigkszej doktadnosci pomiaru do dalszej
analizy wlaczono wylacznie te miofibryle, ktére wyizolowano catkowicie jako poje-
dyncze struktury. Pobrano tacznie 15 zdje¢ z losowo wybranych obszaréw przygoto-
wanego preparatu, a z nich losowo wybrano 3, na ktorych widoczne byly pojedyncze
1 nienaruszone miofibryle. Przy wykorzystaniu programu AxioVision Rel.4.8.2 (Carl
Zeiss). Dokonano pomiaru dlugosci sarkomeréw w obrebie analizowanych miofibryli,
przy czym dla kazdej z miofibryli zmierzono przynajmniej 25 sarkomerow.

Przy przeprowadzeniu analizy statystycznej dla oceny normalnosci rozktadu
wykorzystano test Shapiro-Wilka. Przy poréwnaniu rozktadow wykorzystano test
t-Studenta (Hypothesis Test). Analize statystyczng wykonano w programie Statisti-
ca 8,0 (StatSoft, Inc.). Przy okre$laniu istotnosci rdéznic przyjeto poziom istotnosci
0<0,05, a poziom 0<0,1 przyjeto jako bliski istotnosci statystyczne;.
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WYNIKI | DYSKUSJA

W obrebie porownywanych grup sarkomerow dla réznych miofibryli (rys. 1)
stwierdzono dos$¢ duze zréznicowanie w dtugosci poszczegdlnych sarkomerdw, r6z-
nice si¢ siegaty 0,48 um dla miofibryli nr 1, co stanowilo okoto 20% S$redniej ich
dhugosci. Uzyskane wyniki sg zgodne z wczesniejszymi spostrzezeniami badaczy,
ktorzy stwierdzaja, iz w poszczegdlnych miofibrylach mozna zaobserwowac, iz sg-
siadujgce sarkomery moga znacznie r6zni¢ si¢ pod wzglgdem ich dlugosci [9].

Mimo znacznego zroéznicowania, stwierdzono, ze rozklad wynikéw dla po-
szczegblnych miofibryli byt normalny, co wskazywaé moze, ze obserwowane rézni-
ce stanowily wyraz naturalnej zmiennosci obserwowanej w materiale biologicznym.
W prowadzonych badaniach nad dtugosciami sarkomerow w mi¢sniach generalnie
stwierdza si¢, ze zarowno $rednica wtokna, jak i sama dlugos¢ sarkomerow moze
by¢ rézna w zaleznosci od rodzaju migsnia, z ktérego pochodzi [7]. Ponadto, dtu-
go$¢ sarkomerow moze by¢ istotnie rozna nawet dla tego samego rodzaju mig¢snia
pochodzacego z tej samej sztuki bydta, ktorej péttusze byly inaczej podwieszane po
uboju (podwieszanie za $ciegno Achillesa lub za miednicg) [2].

W przedstawionej ocenie dtugosci sarkomerow (tab. 1) stwierdzono istotne sta-
tystycznie roznice poszczegodlnych miofibryl. Tym samym nalezy stwierdzi¢, ze dtu-
gosci sarkomerdw byly zalezne od ocenianej miofibryli. Dlugo$¢ poszczegdlnych
sarkomeréw wynosila przeci¢tnie powyzej 2 um, co, jak wskazuja wczesniejsze
badania [13] sugeruje, ze badane mi¢so bylo migkkie. Jednakze na te mechanicz-
ne wilasciwosci mi¢snia, na co wskazuja wyniki Lepetit [5] ma wpltyw nie tylko
sama dtugos¢ sarkomeréw we widknach migsniowych, ale takze zmiany wtasciwo-
$ci mechanicznych widkien kolagenowych, dlatego one same nie mogg shuzy¢ jako
wyznacznik kruchosci migsa wotowego. Z badan nad migsem wotowym wynika
rowniez, ze dlugo$¢ sarkomerdéw wyjasnia jedynie 16% zmiennosci kruchos$ci w
przypadku migénia pot§ciegnistego i 46% w przypadku migénia najdtuzszego grzbie-
tu [13]. Podsumowujac, ocena mikroskopowa struktury migsa wotowego, przy za-

2}_&11

Rys. 1. Przykltadowe obrazy fragmentéw miofibryli z widocznymi sarkomerami obserwow-
anymi w preparatach mikroskopowych
Fig. 1. Examples of images of parts of miofibrils with visible sarcomeres observed in mi-
croscope

182



PosTeEPY NAUKI | TECHNIKI NR 15, 2012

2
E s
1

0,5

0

miofibryla 1

/‘\

miofibryla 2

miofibryla 3

dtugos¢ maksymalna
dtugosc srednia

dtugos¢ minimalna

Rys. 2. Dlugosci sarkomerdw, zmierzone dla poszczegolnych miofibryli (um)
Fig. 2. Sarcomeres length, measured for each miofibrils (um)

chowaniu odpowiedniej ilosci powtdrzen, moze postuzy¢ jako narzedzie wyjasnia-
jace, w pewnym stopniu, zmiennos$¢ kruchosci w migsie wolowym a przy wlaczeniu
innych cech strukturalnych ocenianych mikroskopowo moze przyczynic si¢ rowniez
do wyjasnienia w pelniejszym stopniu tego zjawiska.

WNIOSKI

Tabela 1. Ocena rdznic dlugosci sarkomerow zmierzonych dla poszczegolnych miofibryli

Table 1. Assessment of differences between sarcomeres length measured for each miofibrils
Parametr Miofibryla 1 (m) Miofibryla 2 (pm) Miofibryla 3 (pm)
Srednia + SD 2,45+0,15 2,55 +0,08 2,18+ 0,11
Mediana 2,53 2,55 2,18
Minimum 2,20 2,44 2,03
Maksimum 2,68 2,67 2,40
Rozktad normalny normalny normalny
Ocena istotnosci réznic miedzy poszczegolnymi miofibrylami

1vs 2 —p = 0,0244* < >

2vs 3 - p = 0,0000* < >

1 vs 3 — p = 0,0000* < >
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Analiza wynikéw pozwolila wyciggnac nastepujace wnioski:

. Dhlugosci sarkomerow w obrebie mig$nia moga roéznié si¢ znacznie a to zalezne

jest od tego z jakiej miofibryli pochodza.

. Dla wlasciwej oceny dlugosci sarkomerow nalezy przeprowadzi¢ ja w powtarzal-

nych warunkach dla przynajmniej kilku miofibryli.

. Dla analizy dtugos$ci sarkomerow szczegolnie uzyteczne sa techniki pozwalajace

na ocen¢ wyizolowanych pojedynczych miofibryli i porownanie ich mi¢dzy soba.
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APPLICATION OF MICROSCOPIC TECHNIQUE TO ASSESS THE STRUCTURE
OF BEEF BY MEASUREMENT OF THE LENGTH OF SARCOMERES

Abstract

The aim of the presented research was to assess the sarcomere length variation in Infraspinatus
muscle from meat of Limousin breed. Microscopic slide was prepared from the sample of mus-
cle (Infraspinatus) and was evaluated in Nomarski contrast. Subsequently, sarcomeres length of
three different, representative myofibrils were measured. Values of sarcomere length of myofibrils
were characterized by a normal distribution. The average length of sarcomere, depending on the
myofibrile, varied from 2.18 £ 0.11 um to 2.55 + 0.08 um. At the same time, it was stated that
differences in sarcomere length were dependent on the myofibrile and when compared any two
myofibrils, statistically significant differences were found (p=0.0244, p=0.0000, p=0.0000). This
research allows to conclude that the length of sarcomeres within the muscle may vary and its
length is dependent on myofibrile. Therefore, to measure sarcomeres, it is very important to use a
technique that allows to evaluate isolated single myofibrils and compare them.

Key words: sarcomeres, myofibrils, beef meat, microscope.
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