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Abstract

The post mortem changes taking place in poultry muscular tissue and the
resulting meat quality, until the moment of consumption of the meat by the
conhsumer are described.

Modern broiler chickens grow ‘at the edge of what is metabaolically possible’.
This hypothesis is derived from the fact that muscle, and thus protein, accretion
is accomplished through a dynamic equilibrium hetween synthesis and
degradation. The cell reaches a certain maximum synthesis capacity. To grow
beyond this maximum synthesis capacity the cell has to decrease it degradation.
This in its turn is of great influence for meat aging. The chromatographic
properties of a class of proteinases, important for meat aging, called calpains as
well as the development of a method for the quantification of the activity of these
enzymes is described. Furthermore, a number of endogencous proteinase and
inhibitor activities, important for meat aging, was measured in four chicken
selection lines differing in both growth rate and protein efficiency. Differences
between lines were observed, the fastest growing lines showing the lowest
proteolytic capacities of the calpain/calpastatin system while the slower growing
animals showed higher proteclytic potentials in their breast muscles. The highly
protein efficient line showed high proteinase capacity of cathepsin H. Studies on
the post mortem course of both the protein and the energy metabolism in the
above mentioned selectionlines are described. The slowest growing lines
showed the fastest post mortem meat tenderization while the faster growing
lines showed slower tenderization, which was not yet completed within 48 hours
post mortem. This suggests that increasing growth speed, which is aimed at by
the poultry production industry, may at the end lead to meat aging problems and
an unacceptable poultry meat quality, especially since the retail sector strives for
shorter periods between slaughter and presentation to the customer, based on
microbiological considerations.

The development of methods to measure the post mortem proteoiytic
degradation of the cytoskeletal proteins titin, nebulin, desmin and vinculin using
SDS-PAGE and ‘Western blotting’ are described. Possible candidate fragments
of the different cytoskeletal proteins were identified to serve as markers for
monitoring the course of meat aging.
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Stellingen

De algemene diskwalificatie van hydrofobe interactie chromatografie als methode om calpastatine
van calpainen te scheiden is niet terecht. Zorgvuldige afstemming van de omstandigheden op de
aard van het materiaal en de diersoort waaraan het onderzoek wordt verricht leidt tot een goed
bruikbare methodiek. (Koohmaraie, M., 1990. J. Anim. Sci. 68;659-665, en dit proefschrifi).
Meting van de myofibrillaire fragmentatie index (MFT) is slechts een zeer ruwe maat voor de af-
braak van structurele spieretwitten van het vieeskuiken en is als zodanig nauwelijks bruikbaar. (Dif
proefschrify).

Bij het moderne slachtkuiken wordt de groeisnelheid van het jonge dier vooramelijk gereguleerd
aan de katabole kant van het eiwitmetabolisme. (Afgeleid uit dit proefschrift).

Onderzoek naar de exacte aard van sensorische textuur eigenschappen als malsheid en sappigheid,
en de nauwkeurige definitie van alle aspecien die ten grondslag liggen aan deze kwaliteitsparame-
ters, alsmede de betrouwbare instrumentele meting hiervan, zouden in het vakgebied van de vlees-
wetenschappen de allerhoogste prioriteit moeten krijgen. (Dit proefschrifi).

Het verdiend aanbeveling om in de humane digtetick meer aandacht te schenken aan het begrip
voederconversie.

Gezien het feit dat de sociologie en fysiologie van de moderne mens (Homo sapiens sapiens)
voortvloeien uit een ontstaansgeschiedenis die zich voor meer dan 95% als jager / verzamelaar in
de vrije natuur heeft afgespeeld, zou het aan te raden zijn hiermee in meer aspecten van onze sa-
menleving rekening te houden.

De afbouw van het tweede kans onderwijs en het blokkeren van de mogelijkheden tot doorstroming
binnen het reguliere onderwijs vormen de belangrijkste oorzaken van het steeds groter wordende
verspilling van intellectueel potentieel.

Eenduidige standaardisatie van de eisen die gesteld worden aan manuscripten die aangeboden wor-
den voor publicatic in wetenschappelijke tijdschriften middels "instructions for authors” of "style
guides” zal leiden tot het vrijkomen van een grote hoeveelheid onderzoektijd die besteed zou kun-
nen worden aan nuttiger zaken dan taalkundige- en stijlcorrectie.

Uit het nagenoeg ontbreken van wezenlijke verschillen bij een vergelijking van het oorspronkelijke
beleidsvoornemen inzake de concentratie van het veeteeltkundig onderzock van DLO in Lelystad,
met het uiteindelijke beleidsbesluit kan geconcludeerd worden dat de medezeggenschap van de
dienstcommissies van de bij de fusie betrokken instituten destijds op alle niveaus slechts symbo-
lisch van aard was.

10) Gezien de afkeer van de gemiddelde stedeling t.a.v. geuren afwijkend van die, die voorkomen in

stedelijke gebieden, zoals de geur van dierlijke vitwerpselen, verdient het aanbeveling het over-
heidsbeleid inzake de hinder- en milieuwetgeving zodanig bij te stellen, dat niet slechts een aantal
veetelers in emstige mate worden gehinderd in hun normale bedrijfsuitoefening, doch dat de mi-
gratie van, veelal relatief gefortuneerde, stedelingen naar de landelijke gebieden evencens wordt

beperkt.

11) Gezien het feit dat op vliegvelden, vanwege de geringe toegankelijkheid voor het algemene pu-

bliek, vaak uiterst zeldzame flora en fauna wordt aangetroffen, verdient het aanbeveling voor deze
terreinen een aparte plaats in te ruimen binnen de natuurbeschermingswetgeving.

12) Het verdiend aanbeveling het oordeel over genetische manipulatie niet over te laten aan ethisch

gemanipuleerde leken.

13) Urgentie is in veel gevallen omgekeerd evenredig aan importantic.

Frans Schreurs

Post-mortem changes in chicken muscle. Some key biochemical processes involved in the conversion of muscle to
meat,

Wageningen, 20 januari 1999,
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Menigeen doet erg zijn hest,

voor t geliefd gevederd vee.

Ten eerste om de eieren in hun nest,

ten tweede brengt het nu en dan een heerlijk gebraden hapje mee.
Virij naar Wilhelm Busch

Das feinste Gemuise der Welt ist Fleisch
Oud Duits gezegde

We dance round in circles and suppose,
But the Secret sits in the middle and knows.
Robert Frost.

De reis van duizend mijlen begint met één stap.
Lao Tzu.

Voor Carla, Thom en Eric
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Samenvatting”

Dit proefschrift beschrijft de veranderingen die plaatsvinden in spierweefsel in de periode
na het slachten van een vleeskuiken tot het moment van consumptie van het viees door de
consurnent. Onderzocht zijn factoren die een rol spelen bij de omzetting van (levend) spier-
weefsel naar (dood) vlees. De invloed van deze factoren, betrokken bij deze omzetting, op de
kwaliteit van het product, is eveneens bestudeerd.

In de loop van 1990 werd op het toenmalige Centrum voor Onderzoek en Voorlichting
voor de Pluimveehouderij “Het Spelderholt” van de Dienst Landbouwkundig Onderzoek
(COVP-DLQ), in het kader van het onderzoekprogramma Dierlijke Productie, een onder-
zoekproject gestart, getiteld: “Onderzoek naar de effecten van eiwitafbraak in (pluimvec)vlees
gedurende de verwerking en bewaren.” Het project had de volgende doelstelling:

Het is te verwachten dat door het verkrijgen van meer inzicht in de processen die een rol
spelen bij de post mortem veranderingen in spiervlees, voorspellingen kunnen worden
gedaan over vleeskwaliteit die opireedt ten gevolge van bepaalde verwerkingsmethoden.
Als gevolg van voormoemd onderzoek zullen methoden ontwikkeld worden voor het
aantonen van afbraakprocessen en de producten die ten gevolge van deze processen vrij-
komen, Met deze detectiemethoden kan een signalering plaatsvinden van het tijdstip van
optimale kwaliteitsontwikkeling.

[n een later stadium werd hieraan een declproject toegevoegd getiteld: “De invloed van het
eiwitmetabolisme in de spier van de kip op de kwaliteit van het viees”. Het beoogde eindre-
sultaat van dit project luidde:

Het project zal uiteindelijk resulteren in publicatie van een rapport waarin een verklaring
op cellulair en moleculair niveau zal worden gegeven voor de processen die tijdens de
vleesrijping optreden.

Dit proefschrift is een weerslag van de onderzoeken die in het kader van beide bovenstaan-
de projecten zijn uitgevoerd tussen begin september 1991 en eind februari 1998. In de loop
van het onderzoek bleek dat er niet geheel voldaan kon worden aan de doelstellingen van ho-
venstaande projecten. De doelstelling van beide projecten was zeer, en misschien wel te, am-
bitieus. Toch is er gedurende die periode waardevolle kennis verzameld over de processen die
een rol spelen bij de omzetting van spierweefsel van de kip in vlees. Zoveel zelfs dat op het
moment van schrijven van dit proefschrift de daadwerkelijke beinvioeding, en misschien zelfs
sturing, van de vleeskwaliteit langzamerhand in zicht komt. In het kader van de steeds belang-
rijker wordende rol van de Integrale Keten Beheersing (IKB) en Integrale Kwaliteitszorg zijn
dit belangrijke ontwikkelingen. Door sturing van de kwaliteit van het product kunnen garan-
ties gegeven worden aan de afnemers. Er kan “op specificatie” geproduceerd worden, zowel
vanuit de kenmerken van een grondstof, als naar de eisen van de afnemer toe.

In hoofdstuk 1 wordt een overzicht gegeven van de literatuur die aan de basis van beide
projecten heeft gelegen. In het kort wordt achtereenvolgens ingegaan op de ontstaansgeschie-
denis van het moderne vleeskuiken, de bouw en functie van spierweefsel, de achterliggende
factoren bepalend voor de spiergroei en de consequenties van het voorgaande voor de vlees-
kwaliteit. Het merendeel echter van de literatuur, behandelt processen zoals die zich afspelen

* In afwijking van de Engelse samenvatting is voor de Nederlandstalige samenvatting gekozen voor een meer
algemene beschrijving van de resultaten teneinde de inhoud van dit proefschrift voor een groter publiek toe-
gankelijk te maken.




in spierweefsel van zoogdieren, voornamelijk runderen en in mindere mate varkens en scha-
pen. De eerste twee diersoorten vormen wereidwijd de belangrijkste vleesproducenten waarbij
opgemerkt dient te worden dat de vleeskwaliteitsproblematiek bij het rund het grootst is. Voor
pluimvee geldt dat in veel mindere mate. De pluimveesector is nog steeds groeiende, en
vleeskwaliteitsproblemen treden niet of nauwelijks op de voorgrond. Reden waarom binnen
het onderzoek, verbonden met deze sector, nauwelijks aandacht is voor de “fysiologie van de
kippenspier”. Niettemin lijki op basis van het in hoofdstuk 1 beschrevene, samen met een
aantal vooronderstellingen gebaseerd op dit literatuuronderzoek, de kippenborstspier een ide-
aal object te zijn voor de bestudering van de processen die ten grondslag liggen aan de con-
versie van spierweefsel naar viees. Met name de hypothese dat moderne vleeskuikens groeien
“op het randje van wat fysiologisch haalbaar is”, opent goede mogelijkheden voor de bestude-
ring van de invioed van eiwitafbraak processen op de vleesrijping en daarmee op de kwaliteit
van het product. Immers, de aanzet van spierweefsel wordt bepaald door de ligging van het
dynamisch evenwicht tussen synthese en afbraak van (spier)eiwitten. Omdat er aan het syn-
thesevermogen van de cel een fysiologisch maximum verbonden is, en vanwege het feit dat
modeme vieeskuikens geselecteerd zijn op een extreem snelle spiergroei, ligt het voor de
hand te veronderstellen dat verdere groeiversnelling alleen bewerkstelligd kan worden door
vermindering van de eiwitafbraak. En juist die eiwitatbraak is belangrijk voor de vleesrijping.

Hoofdstuk 2 geeft een beschrijving van een groot aantal experimenten, voor een deel uit-
gevoerd op het “Station de Recherches sur la Viande” van het “Institut de la recherche
Agronomique”(INRA-SRV) te Theix (Frankrijk) en voor de rest op het COVP-DLO later 1D-
DLO. Tijdens deze experimenten werden de chromatografische eigenschappen van de twee
voor de post mortale eiwitafbraak belangrijke iso-enzymen van calpaine in kippenspieren be-
studeerd. Met name die eigenschappen die van belang zijn om de twee eiwitsplitsende enzy-
men (proteinasen) kwantitatief van clkaar te scheiden werden uitgebreid bestudeerd. Aan de
hand van de resultaten van deze studie werd een methode opgezet ter kwantificering van de
enzymatische activiteit van genoemde proteinasen.

Hoofdstuk 3 geeft vervolgens de resultaten weer van een experiment, waarbij onder andere
met de in hoofdstuk 2 beschreven methoden, de enzymatische activiteit van een aantal voor de
vleesrijping van belang zijnde, van nature in spierweefsel voorkomende proteinasen en hun
remmers (inhibitoren) werd gemeten in borstspierweefsel van een drietal vleeskuiken selec-
tielijnen en een leghennen lijn. Op basis van de werkhypothese dat moderne vleeskuikens
groeien “op het randje van wat fysiologisch haalbaar is”, kon de volgende aanvullende hypo-
these geformuleerd worden:

Op basis van het feit dat de eiwitaanzet in weefsels, en dus ook de spiergroei,
de resultante is van een dynamisch evenwicht tussen synthese en afbraak van ei-
witten zal bi) dieren die hun maximale eiwitsynthese capaciteit hebben bereikt,
extra eiwitaanzet alleen kunnen plaatsvinden door reductie van de eiwitafbraak.

Indien deze hypothese waar is, dan zou dat moeten blijken uit het feit dat extreem snel
groeiende dieren dus een lagere activiteit van eiwitsplitsende (proteolytische} enzymen in hun
spierweefsel vertonen.

Voor het onderzoek werd gebruik gemaakt van de volgende selectielijnen:

1. White Leghorns: een legkippen lijn met een zeer trage groei en een zeer ongunstige voe-
derconversie m.b.t. lichaamsgroei.

2. FC-lijn: een vleeskuiken selectielijn ontwikkeld op “‘t Spelderholt”, met een matige
groeisnelheid maar met een extreem gunstige voederconversie.




3. GL-lijn: een vleeskuiken selectielijn, ontwikkeld uit dezelfde genetische achtergrond als
de FC-lijn, met een zeer snelle groei en een gemiddeld gunstige voederconversie.

4. Ross:een commerciéle vleeskuiken selectielijn, als exponent van het in de praktijk ge-
bruikelitk vleeskuiken type, met een snelle groei en een gemiddeld gunstige voedercon-
versie.

De hypothese dat snel groeiende kuikens een lagere spiereiwit afbraak capaciteit vertonen,
bleek te worden bevestigd. Daarnaast werd bij een betere, dus lagere, voederconversie (FC-
lijn), een hogere activileit van met name cathepsine H gevonden , hetgeen duidt op een effici-
enter (her)gebruik van eiwitten. Cathepsine H is een proteinase met een laag pH optimunm en
dus waarschijnlijk pas werkzaam is in de latere stadia van de vleesrijping. Hieruit kon de con-
clusie getrokken worden dat de dieren die gebruikt waren bij het in hoofdstuk 3 beschreven
experiment uitstekend geschikt zijn als bron van natuurlijke variatie in de proteinasen die ver-
antwoordelijk lijken te zijn voor de vleesrijping, en dus gebruikt kunnen worden voor de be-
studering van de post mortale eiwitafbraak in vieeskuiken borstspieren. Op grond van het in
dit hoofdstuk beschreven experiment kon worden verwacht dat er inderdaad verschillen zou-
den optreden in de vleesrijping van de verschillende hier gebruikte selectielijnen. Immers, een
grotere proteolytische capaciteit van bepaalde enzymsystemen in de borstspier, zoals gevon-
den werd bij langzaam groeiende lijnen, zou moeten leiden tot een versnelde vieesrijping.

Vervolgens werd een onderzoek gestart naar de verschillen in de post mortale processen,
betrokken bij de omzetting van spierweefsel naar vlees. Daarbij zijn twee mechanismen van
belang, namelijk enerzijds het energiemetabolisme en anderzijds het eiwitmetabolisme in de
spier. In hoofdstuk 4 worden de resultaten beschreven van een experiment, waarbij de ver-
schillen in beide stofwisselingsprocessen in de tijd na het slachten werden bekeken, alsmede
de invloed daarvan op de malsheid van het vlees. Daarbij werden verschillen aangetoond,
waarbi) met name opviel dat de Leghorns, de langzaamst groeiende selectielijn, de snelste
post mortale vermalsing vertoonde. De snel groeiende Ross en GL-lijnen, vertoonden een
duidelijk vertraagde vermalsing die zelfs in de meetperiode (48 vur) niet geheel voltooid was.
Dit geeft een aanwijzing dat nog verdere groeiversnelling door middel van genetische selectie,
zonder daarbij de vleeskwaliteit in aanmerking te nemen, op de duur moet leiden tot vleesrij-
pingsproblemen in de pluimveeverwerking, temeer omdat afnemers, zoals grootwinkel bedrij-
ven, steeds stringentere versheidseisen stellen aan het product.

Daarnaast werd gevonden dat de instrumenten, die tot dan toe werden gebruikt om een in-
druk te krijgen van de afbraak van structurele spiereiwitten, onvoldoende gevoelig waren om
deze processen daadwerkelijk in kippenspierweefsel waar te nemen. Daarom begaf het project
zich vanaf hier in twee richtingen, namelijk enerzijds een vervolgexperiment om de post
mortale vermalsing van spierweefsel in de vier verschillende selectielijnen zowel instrumen-
teel als sensorisch nader te karakteriseren, en anderzijds om methoden te ontwikkelen voor
een nauwkeuriger en gevoeliger meting van de atbraak van enige voor de vleesrijping van
belang zijnde myofibrillaire cytoskeletaire eiwitten, namelijk titine, nebuline, desmine en vin-
culine.

In hoofdstuk 5 wordt een experiment beschreven waarbij sensorische malsheidsmetingen
op verschillende manieren werden vergeleken met een instrumentele afgeleide hiervan, de
shear force oftewel scheurweerstand van het vlees. Daarbij werden de verschillen tussen de
lijnen, die werden gevonden in shear force globaal ook teruggevonden bij de sensorische,
paarsgewijze vergelijking in malsheid, waarbij telkens een stuk filet van één van de lijnen
werd aangeboden samen met een stukje van een standaardmonster (Ross). De proefpersoon
werd gevraagd aan te geven welk van de twee stukken het meest mals of sappig was. Het
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verloop van de sensorische malsheid, en sappigheid, in de tijd kon beter bestudeerd worden
met behulp van de zogenaamde lijnschaal methode, waarbij aan de proefpersonen werd ge-
vraagd aan de malsheid en sappigheid van een product een score toe te kennen. Bij analyse
van de lijnschaal resultaten, werd opgemerkt dat voor de termen malsheid c.q. taaiheid een
vrijwel uni-dimensionele respons van het panel werd verkregen. Dat wil zeggen dat alle
proefpersonen onder deze twee termen ongeveer hetzelfde verstaan. De analyse van de termen
sappigheid c.q. droogheid viel uiteen in tenminste 3 dimensies, wat wil zeggen dat de ver-
schillende proefpersonen tenminste 3 verschillende aspecten in deze termen aangaven. Dit
geeft aanwijzingen dat de hier gebruikte, statische, sensorische methoden wellicht onvoldoen-
de zijn als meting van malsheid, taaiheid, sappigheid en droogheid en dat de aan deze waar-
nemingen ten grondslag liggende fysische principes wellicht gecompliceerder zijn dan vaak
wordt gedacht. Hieruit wordt geconcludeerd dat de sensorische waarneming van vleeskwali-
teitskarakteristicken meer aandacht verdient in het productonderzoek dan het tot nu toe krijgt.
Met name de ontwikkeling van dynamische meetmethoden, waarbij het verloop van de ver-
schillende vormen van “mondgevoel” in de tijd, gedurende consumptie, kan worden bestu-
deerd. Wellicht dat dan de verschillende aspecten van de sensorische waarmeming beter kun-
nen worden vertaald naar objectieve, instrumentele, metingen.

Hoofdstuk 6 geeft een beschrijving van experimenten die werden uitgevoerd in het kader
van de ontwikkeling van methoden voor de meting van de post mortale eiwitafbraak. Daarbij
werd gebruik gemaakt van SDS-PAGE (sodium-dodecyl-sulfaat polyacrylamide gel electrofo-
rese), een methode waarbij eiwitten op basis van hun grootte worden gescheiden en vervol-
gens zichtbaar gemaakt. Een groot aantal spiereiwitten is hiermee zichtbaar te maken maar de
kleinere cytoskeletaire eiwitten komen in een zodanig laag gehalte voor in spierweefsel dat
detectie met behulp van deze methode niet mogelijk is. Daarveor is een techniek nodig die
“Western blotting” wordt genoemd. Hierbij wordt gebruik gemaakt van de eigenschap van
antistoffen dat zij zich specifieck binden aan de componenten waartegen zij zijn opgewekt.
Vervolgens kan deze binding zichtbaar worden gemaakt en gekwantificeerd. Op deze manier
werden een aantal afbraakproducten van de structurele spiereiwitten zichtbaar gemaakt die
vrij goed correleerden met de post mortale veranderingen in shear force en waterbindend
vermogen. De hierboven beschreven techniek heeft een aantal nadelen. Naast het feit dat deze
methoden nogal gecompliceerd zijn en dus een goed getraind analist behoeven, zijn ze alleen
in semi-kwantitatieve zin te gebruiken. Voor een echte kwantitatieve meting zijn andere tech-
nieken als ELISA en eventueel het gebruik van biosensoren geschikter. Aan het eind van dit
hoofdstuk wordt aangegeven wat de toekomst perspectieven van deze technieken zijn.

Tot zover werden alle experimenten uitgevoerd onder standaard, niet met de normale
slachtpraktijk overeenkomende, omstandigheden. Dit werd gedaan om invioeden van het
slachtproces zelf zoveel mogelijk uit te sluiten. Hiermee werd een goed inzicht verkregen in
het basale, niet door slachtproces of andere factoren beinvloede post mortem metabolisme in
de spier,

Hoofdstuk 7 is een weergave van een meer praktijk gericht experiment, waarbij de invloed
van verschillende ante mortem verdovingsmethoden op de post mortale spierstofwisseling
werd bestudeerd. In grote lijnen was de conclusie van dit experiment dat veel van de waarge-
nomen verschillen in post mortem spiermetabolisme terug te voeren zijn op de heftige spier-
contracties die optreden bij het bewusteloze dier, hetzij tijdens de electrische bedwelming,
hetzij tijdens de convulsies die optreden ten gevolge van het optreden van anoxie, een toe-
stand van zuurstofloosheid, tijdens het gasverdoven. In sommige gevallen werd de spierstof-
wisseling versneld. Dit kan leiden tot vleeskwaliteitsverlies, zoals bij de kop/kop electrische
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verdoving. Bij de met argongas verdoofde dieren trad eveneens een versnelling van de spier-
stofwisseling op, echter in mindere mate en zonder de negatieve gevolgen voor de vleeskwa-
liteit. De klassieke waterbad verdoving, zoals die nu in heel west-Europa en de V8 wordt toe-
gepast, gaf consequent slechtere resultaten dan de andere methoden. Met name het optreden
van bloedingen in zowel de borstspier als in de dij was veel frequenter dan bij de andere me-
thoden waarbij dient te worden opgemerkt dat ook bij kop/kop elektrische bedwelming hoge
bloedingen scores werden waargenomen, echter minder dan bij de waterbad verdoving. Beide
geteste gasverdovingsmethoden gaven een lage bloedingen score. Door de versnelling van het
rigor mortis proces, zonder dat er negatieve gevolgen optraden voor de vleeskwaliteit, alsme-
de door de veel lagere bloedingenscore die werd waargenomen, werd de bedwelming door
middel van inductie van een toestand van anoxie met behulp van een argon/koolzuur/stikstof
mengsel als beste becordeeld. Daarna volgden respectievelijk mechanische bedwelming
m.b.v. een schietmasker en bedwelming m.b.v. een koolzuur/zuurstof/stikstof mengsel door-
dat deze laatste methode een vertraging van het rigor proces veroorzaakte. De “total body™
elektrische bedwelming m.b.v. een waterbad volgt vanwege de vele bloedingen én de vertra-
ging van de rigor ontwikkeling op de vierde plaats en als minst goede verdovingsmethode
werd de kop/kop elektrische verdoving beoordeeld, omdat deze laatste naast veel bloedingen
ook negatieve gevolgen voor de vleeskwaliteit liet zien.

Hoofdstuk 8 tenslotte is een algemene discussie waarbij de uitgangspunten van het gehele
project naast de uitkomsten worden gezet waarbij deze laatste in een breder perspectief wor-
den geplaatst. Daamaast worden een aantal aanbevelingen voor zowel de pluimvee verwer-
kende industrie alsmede voor verdieping van het onderzoek gegeven.
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Summary.

This thesis describes the post mortem changes taking place in poultry muscular tissue and
the resulting meat quality, until the moment of consumption of the meat by the consumer.
Objectives of the study were to gain insight in these processes and to predict the quality of the
meat as a result of processing factors.

The experiments described in the scope of this project were carried out between the begin-
ning of September 1991 and the end of February 1998, During this period, valuable knowl-
edge was acquired about the processes involved in the conversion of muscle to meat in poul-
try.

Chapter 1 describes the literature study carried out in order to obtain a basis for this work.
Successively, the history of development of the modern meat type chicken, the form and
function of its muscles, factors determining muscular growth and the consequences of this for
meat quality are described. Literature predominantly describes the processes occurring in
mammalian tissue and mainly in beef. Processes occurring in poultry muscle are rarely stud-
ied. However, some presumptions can be made based on this literature study, indicating that
chicken breast muscle is the ideal object for the study of the processes involved in muscie
aging. Especially the remark, that modem broiler chickens grow ‘at the edge of what is me-
tabolically possible’, is important in this scope. This hypothesis is derived from the fact that
muscle, and thus protein, accretion is accomplished through a dynamic equilibrium between
synthesis and degradation. As is shown, the cell reaches a certain maximum synthesis capac-
ity. To grow beyond this maximum synthesis capacity the cell has to decrease it degradation.
This in its turn would possibly be of great influence for meat aging. This indicates that poultry
breast muscle is especially suited to study the effects of post mortem proteolytic degradation
on meat aging and the quality of the product..

Chapter 2 describes the experiments carried out to investigate the chromatographic proper-
ties of a class of proteinases, important for meat aging, called calpains as well as the devel-
opment of a method for the quantification of the activity of these enzymes.

Chapter 3 describes the results of an experiment in which a number of endogenous pro-
teinase and inhibitor activities, important for meat aging, was measured in four chicken selec-
tion lines differing in both growth rate and protein efficiency. Differences between lines were
observed, the fastest growing lines showing the lowest proteolytic capacities of the cal-
pain/calpastatin system while the slower growing animals showed higher proteolytic poten-
tials in their breast muscles. The highly protein efficient line showed high proteinase capacity
of cathepsin H.

Chapter 4 describes experiments to explore the post mortem course of both the protein and
the energy metabolism. The slowest growing lines showed the fastest post mortem meat ten-
derization while the faster growing lines showed slower tenderization, which was not yet
completed within 48 hours post mortem. This suggests that increasing growth speed, which is
aimed at by the poultry production industry, may at the end lead to meat aging problems and
an unacceptable poultry meat quality, especially since the retail sector strives for shorter peri-
ods between slanghter and presentation to the customer, based on microbiological considera-
tions.

In this experiment, the measurement of myofibrillar fragmentation, originally developed
for the determination of the post mortem proieolytic degradation of structural proteins in beef,
was shown to be unsuitable for the study of these processes in chicken muscular tissue. From
herecn, the project was aimed at two directions. On one hand, both the instrumental and sen-

13



sory characterization of the post mortem tenderization was pursued. On the other hand, meth-
ods were developed to measure the degradation of structural, cytoskeletal myofibrillar pro-
teins more sensitively and accurately.

Chapter 5 describes experiments carried out to study the post mortem course of sensory
tenderness and juiciness of chicken breast meat from the four selection lines in comparison
with the instrumental equivalent, the shear force. Pairwise comparisons between the lines for
the term tenderness were comparable with the shear force measurements. The term juiciness
did not show many differences between lines. The time course of the sensory terms tenderness
and toughness was comparable to the time course of the shear force measurements. General-
ized Procrustes analysis showed uni-dimensionality for the terms tender and tough but at least
tri-dimensionality for the terms juicy and dry.

Chapter 6 describes the development of methods to measure the post mortem proteolytic
degradation of the cyloskeletal proteins titin, nebulin, desmin and vinculin. SDS-PAGE and
‘Western blotting” were used to separate and visualize the individual proteins and some of
their degradation products. Possible candidate fragments of the different cytoskeletal proteins
were identified to serve as markers for monitoring the course of meat aging,

Up to here, all experiments were carried out under carefully controlled conditions, not
comparable with normal slaughterhouse practice, in order to exclude any influences of the
slaughtering process itself. Influences of this process will be superposed on the effects of the
undisturbed post mortem muscle metabolism,

Chapter 7 describes an attempt to acquire insight in the influence of different stunning
methods. Most of the phenomena observed were related to the heavy muscular contractions
either as a result from electrical current running through the muscles, or as a result of heavy
convulsions during head-only electrical and gaseous stunning methods. Some methods in-
creased metabolic rate, sometimes resulting in decreased meat quality. Hemorrhaging, as one
of the most important arguments discrediting whole-body electrical stunning, occurred also
during head-only electrical stunning. The gaseous stunning methods did not result in in-
creased incidence and severity of hemorrhages. The argon-induced anoxia stunning/killing
resulted in few hemorrhages and an increase of metabolic rate without detrimental effects on
meat quality.

Chapter 8, serves as a general discussion in which the objectives of the project are com-
bined with the results. The latter are placed in a broader perspective. Some recommendations
are directed towards the poultry processing industry and some suggestions are made for future
research.
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CHAPTER 1: INTRODUCTION

The domestic chicken {Gallus domesticus).
History of domestication

Archaeological evidence shows that chickens were first domesticated from the red jungle
fowl (Gallus gallus) in south east Asia well before the eighth millennium 'Bp and taken north
to become established in China by approximately 8000 Bp. Later they were introduced to
Japan via Korea in 2300 - 1700 Bp, the so-called Yayoi period. It is not sure whether the
domestication of the chicken in India, around 4000 Bp, occurred as a diffusion process or as
an independent process. The Iron Age (3000 - 1000 Bp) was the main period of dispersion of
the domestic chicken (Gallus domesticus) throughout Europe, however, they were already
present in some areas during the late Neolithic (4500 — 3800 Bp) and early bronze ages (3800
-~ 3000 Bp). Some archaeological work points to the fact that the dispersion to Europe has
taken place from China through central areas of the Russian federation (West & Zhou, 1989).
The fact that chickens were grown in farm-like circumstances during the iron age comes from
a Roman writer Lucius Junius Moderatus of Gades (Cadiz), also called Columella, who lived
in the reigns of the first emperors until about 70 AD. He owned farms and lived near Rome.
To one Publius Silvinus he addressed his Res Rustica, the most comprehensive, systematic
and detailed of Roman agricultural works. In part VIII of his work (Foster & Heffner, 1968}
he states: “Ac de aliis quidem forsitam ambigarur, an sint agrestibus possidenda: gallinarum
vero plerumque qgricolae cura solennis est. Earum genera sunit vel cohortalium, vel rusti-
carum vel Africanarum. Cohortalis est avis, quae vulgo per omnes fere villas conspicitur:
rustica, guae non dissimilis villatacae per aucupen decipitur, eaque plurima est in insula,
quam nawlae in Ligustico mari sitam producto nomine dalitis Gallinariam vocitaverunt”.
Translated into English this means: ”With regards to other animals it may perhaps be doubted
whether country people should posses them but the keeping of hens by farmers is quitc a
general practice. They fall into three classes, the farmyard fowl, the “rustic”-hen and the
African fowl. The farmyard fowl is the bird commonly to be seen on almost every farm. The
“rustic”-cock which is not very different from the farm-yard bird and is caught by the wiles of
the fowler, is found in the greatest number in the island in the Ligurian sea to which sailors
have given the name Gallinaria (a lengthened form of the Latin word for hen)”.

The domestic fow]l was kept at farmyards throughout the middle ages for production of
eggs, especially during a period from spring inlo autumn, because egg production was re-
stricted by daylight length. Only spent hens and obsolete cocks, and sometimes larger pullets,
were used for meat consumption. The holding of chickens espectally for egg production and
much less for meat production was common practice until far into the twentieth century.
Special, dual-purpose races of domestic fowl were selected from the root types, like for in-
stance the Barnevelder chicken. From the late forties of this century on, genetic selection
programs diverged the layers from the meat type broilers, These selection programs have had
a tremendous impact on the poultry industry. Layer type chickens like the White Leghorn
nowadays, produce approximately 350 eggs per year, year-round, almost one egg every day.

1 Bp = befors present
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Total body weights in these lines rarely exceed 1500 grams for the adult chickens. Broilers on
the other hand were grown to a slaughter weight of around 2-2.5 kg at 16 weeks of age during
the forties (Griffin & Goddard, 1994) Modern broiler lines grow to a slaughter weight of
approximately 2.5 kg within 6 weeks time (Schreurs ef al., 1995).

Anatomy of domestic fowl! as related to butchery

The M. Pectoralis major. The M. Pectoralis major or chicken ‘filet’, is the economi-
cally most important part. Compared to red meat animals, poultry possesses inherent
advantages in body composition that are largely due to their anatomic adaptations to flight.
Although domestic fowl have retained little of their ancestors’ ability to fly, tmany of the
characteristics connected to flight have been conserved, like feathers, fused and pneumatic
bones, air sacs and strong flight muscles (Addis, 1986). The flight muscles constitute a major
portion of the meat of domestic birds. The pectoral muscle, which depresses the wing, can
generate tremendous forces. This can be illustrated by the fact that, due to electric stunning
methods, the contractions of the M. Pectoralis major can lead to broken keel and wing bones
{(Ma & Addis, 1973). Situated medially to the M Pecloralis major is the M
supracoracoideus, also called the M Pectoralis minor, which elevates the wing. The M
Pectoralis major is generally referred to as the large breast muscle and the M. Pectoralis
minor the small breast muscle.

The high carcass yields of domestic chickens are partly related to adaptations to flight. The
breast muscle contributes up to approximately 30% of the total chicken carcass weight while
the total muscle weight constitutes approximately 40%. This means that % of the total muscle
weight is breast muscle (Addis, 1986).

Fibertypes, blood supply, and metabolism. Chickens, and to some extent turkeys,
display the largest differences in muscle color known to occur in one single animal. Breast
muscle approaches the whiteness of some fish species, while leg meat is comparable to pork
and sometimes beef in redness.

Avian muscle activity can be divided into tonic and phasic types although there are numer-
ous mixed function muscles. The tonic types consist of slow contracting posture muscles and
the phasic types of fast contracting muscle exhibiting locomotor functions. From table 1 it is
clear that the slow, red, muscles are dependent of oxidative processes for energy supply, as is
reflected in a high myoglobin content, a dense cappilarisation of the tissue and the high mito-
chondria content. The low capillarisation, myoglobin and mitochondria content of the white
muscles indicates that these muscles are designed to work under mainly anaerobic conditions.
It is therefore that these types are called fast glycolytic muscles. Their energy supply comes
mainly from the degradation of glycogen to glucose and further to lactate without supply of
oxygen. These muscle types contain large glycogen stores as an energy source.

Early systems for muscle classification distinguished between red and white muscle, which
soon proved to be too simplified. Ashmore & Doerr (1971a,b) developed a histochemical
system that classified two contraction speed types, o (fast-) and P (slow-twitch) and two color
types, red and white fibers in mammalian and avian muscle. It resulted in three fundamental
muscle fiber types, namely, the fast twitch white (oW, glycolytic), the fast twitch red (aR,
glycolytic-oxidative) and slow twitch red (PR, oxidative) types. Table 1 shows the similarities
and differences between the three major fiber types (Addis, 1986).
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The flight muscles of migratory birds contain mainly aR fibers, They are capable of oxi-
datively degrading fuel thus generating large amounts of energy for sustained flight without
the danger of fatigue. Non-migratory fowl species like pheasant, grouse and turkey, however,
can exhibit spectacular bursts of flight-muscular activity but cannot sustain such performances
for a long time. The domestic chicken does not fly much, if at all, but still shows powerful
breast muscle activity,

Characteristic BR cR aW
Color Red Red White
Myoglobin content High High Low
Capillary density High Intermediate Low
Fiber diameter Smali  Small/intermediate Large
Number of mitochondria High Intermediate Low
Contraction speed Slow Fast Fast
Contractile action Tonic Phasic Phasic

Table I Differences between muscle fiber types.

Their flight muscles contain mainly aW glycolytic fibers (Wiskus er al, 1973; Kiessling,
1977). The main fuels for migratory birds are fatty acids, which they accumulate in the form
of subcutaneous fat reserves. The main fuel for non-migratory species is glycogen, which
reserves are stored in the, predominantly white, muscle itself and in the liver.

Structure and function of muscular tissue.

Muscle tissue constitutes ca. 75% water, 18-29% protein and the 5-7% rest consists of car-
bohydrates, fats, minerals and other disselved material. (Dukes, 1943). Muscle proteins can,
on the basis of solubility characteristics, be divided into three groups (Lawrie 1966):

1. Sarcoplasmic proteins

These proteins are soluble in water or low molarity saline (<50 mM) solutions. They
constitute approximately 30% of the muscular proteins and consists mainly of meta-
bolic enzymes under which the endogenous proteinases which will be dealt with be-
low.

2, Myofibrillar proteins

These proteins are soluble in high molarity (ca. 0.6 M KCl) saline solutions. They
constitute approximately 60% of the total muscular protein. This group can be divided
into 3 subgroups:

¢ Contractile proteins:
Proteins responsible for the mechanical contraction of the muscle.
# Regulatory proteins:
Proteins responsible for the initiation and regulation of muscular contraction.
¢ Cytoskeletal proteins:
Proteins forming the cytoskeleton and as such responsible for the integrity and ri-
gidity of the muscle cell,
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3. Connective tissue proteins
These proteins are mostly insoluble in the above mentioned solutions and form a very
heterogeneous group of constituents determining the structural integrity and the
attachment of the muscle to other anatomical elements, like tendons, myotendinous
junctions, myo-neurological junctions etc.
Figure 1 shows a cross section of a skeletal muscle. The thick layer of connective tissue
located at the outer side of the
muscle is called the epimysium.
The fiber bundles are surrounded
by the perimysitum, a much thinner
layer of connective tissue while a
thin layer of connective tissue
surrounds the separate muscle-
fibers called the endomysium.

A muscle fiber consists of a
longitudinal, multinuclear, cylin-
drical cell. The multiple nuclei are
derived from the fused multicellu-

lar preceding stages of muscular
development, The length of these
fibers varies from rather short to very long. Some fibers span the total length of the muscle,
and are connected to the bones through tendons.
Others begin and end within the muscle and are
connected to the whole through connective
tissue structures. The fiber is the smallest
muscular unit capable of camrying out all
muscular functions. This fiber consists of
smaller subunits called myofibrils
Under the light microscope, muscle tissue
shows a typical alternating banding pattern of
light and dark bands. Electronic microscopes are
capable of giving more details at higher
magnifications. Figure 2 shows an ultra
micrograph of a lengitudinal section of skeletal
muscle. The cross-striated banding pattern is
clearly wvisible. The dark A-bands (A =
anisotropic) constst of the thick or myosin
filaments with on both sides some overlap of the
thin filaments. The light colored I-bands ([ =
isotropic) consist of thin or actin filaments on
both sides of a thin but distinct Z-line. The
structural unit responsible for the contraction of
the muscle is the sarcomere. The sarcomere is defined as the total structure within 2 adjacent
Z-lines.
Figure 3 shows a schematic representation of the structure of a sarcomere. The light I-band
consists exclusively of thin filaments. These span the A-band to the H-zone. The A-band

epimysium

Figure 1 Cross-section of a skeletal muscle. (drawing:
Heleen Schreurs)

Figure 2 Longitudinal section through
striated muscle. (courtesy: 4. Quali)
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Figure 3 Schematic representation of muscle ultrastructure.
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consists of thick filaments. In the middle of the A-band is a less dense region called the H-
Zone.

In the A-band, outside this zone, the thin filaments of the I-band and the thick filaments of the
A-band overlap thus causing a dense region. The less dense H-zone consists of thick filaments
only. The transverse line in the H-zone, the M-line, holds the thick filaments in lateral regis-
ter, while the Z-line holds the thin filaments in lateral register. The thick filaments of the A-
band consist mainly of myosin and a small amount of C-protein. Also minute amounts of H-
protein and X-protein are found in the thick filaments. These proteins are bound to the surface
of the thick filaments while myosin forms the core. The M-line consists of 5 lines running
perpendicular to the long axis of the myosin filaments. The M-line proteins hold the myosin
filaments in register both transversely and longitudinally. The proteins comprise two types
called myomesin and creatinine kinase.

The I-band is composed of thin filaments and is attached to the Z-line at one end and run
between the thick filaments at the other end. Main constituent of the A-band is actin, and
other proteins of the thin filaments are troponin, tropomyosin, which regulate muscle contrac-
tion through mediation of Ca*" ions. Also small amounts of proteins capping the actin fila-
ments are found in the thin filaments, most important of which is B-actinin., The myofibril
consists of numerous other proteins but for meat quatity and the aging process, only a few are
of real importance. Most of these proteins can be grouped together as the so called cytoskele-
tal proteins.

Table 2 shows the most important myofibrillar proteins. The cytoskeletal proteins are re-
sponsible for the stabilization of the proteins and structures involved in muscle contraction.
They provide lateral and longitudinal structural integrity of the myofibril, the muscle cell and
the myofibers.

The cytoskeletal proteins can be subdivided into three groups, proteins of the I-band, pro-
teins of the A-band and proteins running through both bands. The later group comprises the
so-called gap-filaments, Huxley & Hanson (1954) discovered these filaments during their
studies leading to the sliding filament theory of muscle contraction. They discovered that the
A-band region in myosin extracted myofibrils appeared empty without the myofibril loosing
its structural integrity.

Their conclusion was that the gap between the thin filaments had to be bridged by some
elastic structure, which they called the S-filaments. Locker & Leet (1975, 1976a,b) expanded
these ideas and found thin and slender structures between the thick and the thin filaments in
over-stretched muscles and called these the gap-filaments. Locker (1987) proposed a model in
which extremely long and flexible proteins, called titin, were attached to the M-line at one
side and to the Z-line at the other side. Locker & Leet (1976h) showed that these filaments are
attached to the so called N,-lines running perpendicular to the myofibrils close to the Z-line.
These lines are comprised of a large protein called nebulin.

Titin was first described by Maruyama ez al. (1976) as a very high molecular mass protein,
which they called connectin. This connectin later proved to be a mixture of some large pro-
teins (Maruyama er al., 1981). Wang ef al. (1979) isolated the largest component, which they
called titin. Titin, which is a major component of muscle protein with 8% of the total myofi-
brillar protein content, is a very long and flexible protein capable of forming long, very thin
filaments. Under the ultramicroscope the protein forms very long beaded thread like structures
with the beads at distances of 4 nm, which run parallel to the thick filaments. The bead like
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structures are probably folded structures that are capable of unfolding under mechanical forces
thus providing extreme longitudinal flexibility (Trinnick et al., 1984, Locker, 1987), Titin is
probably responsible for the longitudinal integrity of the sarcomere.

Originally, Locker & Wild (1984a) found seven minor lines in the I-band region, which
were running perpendicular to the length axis of the sarcomere. They called these lines N-
lines. The Nj-line being localized near the Z-band. Four N,-lines were situated around the
middle region of the I-band, and two N;-lines at the A-band end of the I-region. Wang ef al.
(1979) showed that the N,-lines contained a large protein called nebulin which comprised 3 -
5% of the total amount of myofibrillar proteins and which was connected to titin (Robson &
Huiatt, 1983). A lot of controversy is still going on about the structure and function of the N-
lines and nebulin in particular but it is clearly established that nebulin serves as an attachment
site for titin (Wang, 1981, Robson & Huiatt, 1983).

Protein % of total Location in myofibril
Myosin 43 Throughout thick filaments
Actin 22 Throughout thin filaments
Titin 8 Throughout whole sarcomere
Tropomyosin 5 Coiled around thin filaments in association with actin and troponin
Troponin 5 Coiled around thin filaments in association with actin and tropomyosin
Nebulin 3 Along thin filaments
a-Actinin 2 In Z-line
Myomesin 0.15 In M-line
X-protein 1.5 Thick filaments
H-protein 1.1 Thin filament and Z-line
Desmin <0.05  In Z-line (intermediate filaments)
Eu-actinin 0.2 In Z-line
Creatine 0.18 In M-line
Fin#ein 0.18  Throughout thick filaments
[-protein 0.1 At A-Tjunction
Filamin <0.1 In Z-line
Synemin <{Q.1 In Z-line (intermediate filaments)
Vimentin <0.1 In Z-line (intermediate filaments)
Vinculin <01 Attachment of myofibrils to sarcolemma

Table 2 Relative amount and location of several myofibrillar proteins

Another group of proteins generally regarded as important to meat aging are the intermedi-
ate filaments, with in muscular tissue as the most important member being desmin. Lazarides
& Hubbart (1976) first described this protein. It comprises 0.35% of the total myofibrillar
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protein content (Robson & Huiatt, 1983) of skeletal muscle. In smooth muscle the desmin
content can go up to 5% of the total muscle protein. Desmin is responsible for the lateral
structure and integrity of the myofiber because it holds adjacent myofibrils together at Z-line
level (Robsen et al., 1981; Robson & Huiatt, 1983). Two other intermediate filament proteins
are present in skeletal muscle in much smaller proportion, vimentin and synemin (Granger &
Lazarides, 1979, 1980). It is suggested that the three intermediate filament proteins form a
fine proteinaceous network around the Z-disk, holding the myofibrils together in lateral reg-
ister at the Z-lines.

Proteinases in chicken muscle tissue. Most endogenous proteolytic enzymes in
muscular tissue are soluble in the intercellular environment and thus are called sarcoplasmic
proteinases. They are involved in the protein turnover as is taking place in every cell.
Activators and inhibitors that are also present in the muscle cell mainly regulate their activity.
Ashgar & Batti (1987) and Goll et al. (1989) published excellent reviews on the presence and
regulation of proteolytic enzymes in muscle tissue. Obinata et al. (1981) divide the
proteinases present in muscular tissue into three groups, based on the pH traject in which the
proteins express optimal proteolytic activity.

The alkaline proteases are generally tightly bound to the myofibrillar structure. They are
very important in protein ternover of the living animal but this group can be omitted in meat
research because the optimal pH is too high compared to normal meat pH to be of any impor-
tance for meat quality.

Figure 4 Schematic representation of the mechanism of activation and autolysis of calpains.
(drawn afier Mellgrenn (1987) by Heleen Schreurs)

The neutral proteinases are localised in the cytosol. The most important proteinases of this
group are the neutral calcium activated proteinases, generally referred to as calpains (Murachi
et al., 1981). These proteolytic enzymes need Ca2+ ions for activation. Huston & Krebs (1968)
first mentioned these proteolytic enzymes. Busch et al. (1972) isolated calpain from muscular
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tissue and found that it degraded Z-lines of washed myofibrils. The proteinase is capable of
degrading troponin, C-protein and tropomyosin but the main substrate for calpain seem to be
cytoskeletal proteins (Dayton e al., 1975). Although initially only 1 type of calpain was
known that needed 1-2 mM Ca® for development of 50% of the maximum activity (4V,,),
another type of calpain was later discovered, needing 100-fold less for % V,, (Mellgren
1980; Dayton ef al., 1981). At present, the former is known as m-calpain while the latter is
known as p-calpain. Another regulator for calpain activity is calpastatin, an endogenous pro-
teinaceous calpain specific inhibitor (Murachi ef al., 1981), capable of binding to calpain.
Figure 4 shows a schematic representation of the mechanism of regulation of the cal-
pain/calpastatin system (Mellgren 1987). Under the influence of an increased Ca** concentra-
tion the sarcoplasmic calpain associates with intracellular membrane systems (step 1). The
subsequent fast partial autolysis results in activation of the proteinase (step 2). Further autoly-
sis of the subunit responsible for membrane binding results in a diffusion of the activated
proteinase to the cytosol (steps 3 and 4). Subsequent exposure of the enzymes to high Ca®™
concentrations for prolonged times results in an autolytic inactivation (step 5). Another possi-
bility is the binding of a sarcoplasmic inhibitor (calpastatin) to the autolytically activated
calpain thus blocking the proteolytic activity of the enzyme (step 6).

The acid proteases are all of lysozomal origin and are called cathepsing. From muscular tis-
sue several different types have been isolated, designated cathepsin A, B, C, D, H and L (Obi-
nata et al., 1981). The types A and C are not capable of degrading native proteins and longer
polypeptide chains. Types B, D, H and L are capable of degrading myofibrillar proteins.
(Matsukare ef al., 1981) studied the influence of cathepsin L on rabbit myofibrils and found
myosin heavy chain, a—actinin actin, troponin T and troponin I to be degraded. Tropomyosin
and troponin C were not degraded. Schwartz & Bird (1977) studied the influence of cathep-
sins B and D on myofibrils. They concluded that these enzymes degraded both myosin and
actin. Ouali ef @l. (1987) found cathepsin D to degrade mainly high molecular myofibrillar
proteins while cathepsin B scemed to have more affinity towards smaller myofibriilar pro-
teins. Cathepsin H seems to have less influence on myofibrillar proteins. Types B, H and L,
all cysteine proteinases, have intracellular inhibitors (Bige ef al., 1985; Wood et al., 1985;
Barrett 1985; Zabari ef al., 1991). Most inhibitors are low molecular weight cytoplasmatic
polypeptide substances. About the regulation of these enzymes systems, little is known, but it
is generally assumed that compartmentalization plays a major role,

Muscle growth and protein metabolism

As mentioned above, the domestic chicken is a rapidly expanding source of animal protein
in the world. Industry is constantly driving towards an increased efficiency in meat produc-
tion, Efficient feed conversion is one of the major parameters exploited by meat producers.
Muscular growth rate is another.

The accumulation of muscle protein is determined by the relative rates of its synthesis and
degradation, Inheritance may influence growth of muscle, and inadvertently the ultimate
properties of meat, by effecting an increase in average size of fibers, an increased number of
fibers, or both, The existence of populations of chickens selected for egg or meat production
allows for interesting comparisons.

Comparing the effects of selection for fast growth, as in broilers, over a certain period of
time, it may be concluded that modern broilers show a dramatic increase in growth rate but
this is accompanied by a higher fat content of the carcass (Chambers ef af., 1981). In general,
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