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^ a t  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n  o f  r a w  m u s c l e s  b y  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  t h e  m y o g l o b i n s  

HOFMANN
f e d e r a l  C e n t r e  f o r  M e a t  R e s e a r c h ;  I n s t i t u t e  o f  C h e m i s t r y  a n d  P h y s i c s ,  D - 8 6 5 0  K u l m b a c h  
f e d e r a l  R e p u b l i c  o f  G e r m a n y

^ h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m e a t  s p e c i e s  i s  a n  i m p o r t a n t  t a s k  in  t h e  f o o d  i n s p e c t i o n  b e c a u s e  t h e  a m o u n t s  o f  i m p o r t e d  
g a m e  m e a t s  w h i c h  h a v e  t o  b e  c o n t r o l l e d  a r e  i n c r e a s i n g .  U s u a l l y  t h e  t e r m s  " i d e n t i f i c a t i o n "  a n d  " d i f f e r e n t i a t i o n "  
a r e  u s e d  a s  s y n o n y m s .  H o w e v e r ,  i t  s e e m s  t o  b e  j u s t i f i e d  t o  d i s t i n g u i s h  t h o s e  c a s e s ,  in  w h i c h  t h e  s p e c i e s  
of m e a t  in  q u e s t i o n  h a s  t o  b e  c l a r i f i e d  ( i d e n t i f i c a t i o n )  f r o m  t h o s e  in  w h i c h  a n  u n d e s i r a b l e  m e a t  s p e c i e s  
s h o u l d  b e  e x c l u d e d  ( d i f f e r e n t i a t i o n ) .

s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  t h e  t o t a l  s a r c o p l a s m i c  p r o t e i n s  w h i c h  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  s u c c e s s f u l  f o r  s p e c i e s  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  m e a t  f r o m  s l a u g h t e r  a n i m a l s ,  r e s u l t s  in  c o m p l i c a t e d  p r o t e i n  p a t t e r n s .  T h e i r  j u d g e m e n t  i s  
d i f f i c u l t  b e c a u s e  t h e  p a t t e r n s  d e p e n d  on  t h e  t y p e  o f  m u s c l e  a n d  on  s e v e r a l  o t h e r  i n f l u e n c e s  (H OFM ANN 1 9 8 5 a ,  

® 8 6 ) .  T h e  m e t h o d s  a n d  p r o b l e m s  o f  m e a t  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n  w e r e  r e c e n t l y  d i s c u s s e d  on  a  S c i e n t i f i c  W o r k ­
t o p  ( s e e  HOFMANN 1 9 8 5 b ;  P A T T E R S O N  1 9 8 5 ) .

f  t h e  g e l s  u s e d  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s  a r e  t h i c k  e n o u g h  t h e  m y o g l o b i n  b a n d s  c a n  b e  r e c o g n i z e d  b y  t h e i r  ow n  
r e d - b r o w n i s h  c o l o u r .  T h e r e f o r e  a  t i m e - c o n s u m i n g  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  i s  n o t  n e e d e d .  We f o u n d  t h a t  p o l y a c r y l ­
a m i d e  g e l s  0 . 5  -  1 mm t h i c k  u s e d  f o r  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  a r e  a d a q u a t e  f o r  t h i s  p u r p o s e .  M o s t  o f  t h e  s p e c i e s  
I n v e s t i g a t e d  s h o w  t w o  m y o g l o b i n  b a n d s  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c  p o s i t i o n s  ( i s o e l e c t r i c  p o i n t s )  w h i c h  a l l o w  a  
f i n i t e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  m e a t  s p e c i e s .

^ Y E M  a n d  THORSON ( 1 9 7 0 ) ,  P O Z O -LO R A  a n d  L O P E Z - G I M E N E Z  ( 1 9 7 3 )  a n d  S P E L L  ( 1 9 7 4 )  w e r e  a b l e  t o  d i s t i n g u i s h  
e a t  f r o m  d i f f e r e n t  s p e c i e s  b y  t h e i r  m y o g l o b i n s  u s i n g  p o l y a c r y l a m i d e  o r  d i s c e l e c t r o p h o r e s i s ,  w h e r e a s  t h e  i s o -  

^  © c t r i c  f o c u s i n g  w a s  a p p l i e d  a t  f i r s t  b y  S L A T T E R Y  a n d  S I N C L A I R  ( 1 9 8 3 ) .  T h e  l a t t e r  w e r e  a b l e  t o  d i s t i n g u i s h  
T h ^  anC* b u f f a l o  a s  w e H  a s  r e d  a n d  g r e y  k a n g o r o o ,  w ^ i c h  c o u l d  n o t  b e  d i f f e r e n t i a t e d  b y  s e r o l o g i c a l  m e t h o d s .

n e  d i f f e r e n t i a t i o n  b e t w e e n  d o n k e y  a n d  h o r s e  m e a t ,  r e s p .  s h e e p  a n d  g o a t  m e a t  w a s  n o t  p o s s i b l e  b y  t h i s  
l e c h n i q u e .

^ fe ig r i a l  a n d  m e t h o d s  

r i n c i p l e  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  ( I E F )  i s  a  s p e c i a l  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e .  U n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  a n  e l e c t r i c  f i e l d  a  
H g r a d i e n t  i s  f o r m e d  in  a  g e l  p r e p a r e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  a m p h o t e r i c  s u b s t a n c e s  ( a m p h o l y t e s ) .  T h e  s e p a r a ­

r o n  o f  p r o t e i n s  b y  I E F  u s e s  t h e  f a c t  t h a t  t h e  n e t  c h a r g e  o f  a  p r o t e i n  v a r i e s  w i t h  t h e  pH v a l u e  o f  i t s  e n v i -  
onrrient . C o n s e q u e n t l y  t h e  p r o t e i n s  s t o p  m o v i n g  w h e n  t h e y  h a v e  r e a c h e d  t h a t  pH a t  w h i c h  t h e i r  n e t  c h a r g e  i s  

d o t t i n g  z e r o  ( i s o e l e c t r i c  p o i n t ) .  A s  t h e  p r o t e i n s  h a v e  d i f f e r e n t  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  t h e  I E F  r e s u l t s  i n  d i f f e r e n t

banC s  d i s t r i b u t e d  i n  t h e  g e l  o v e r  t h e  pH g r a d i e n t  u s e d .

Apparatus
PTq

M o i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  t h e  L K B  M u l t i p h o r  S y s t e m  w a s  a p p l i e d  ( M u l t i p h o r  2 1 1 7 ,  M a c r o d r i v e  5  P o w e r  S u p p l y ,  
p r  t i t e m p ,  m o u l d  f o r  p r e p a r i n g  g e l s ) .  P o l y a c r y l a m i d e g e l s  w i t h  d i f f e r e n t  pH  g r a d i e n t s  ( 3 - 1 0 ,  5 - 9 ,  6 - 9 )  w e r e  

l e a n e d  u s i n g  S e r v a l y t ®  c a r r i e r  a m p h o l y t e s .  F u r t h e r m o r e  L K B  A m p h o l i n e  P A G p l a t e s  ( r e a d y - p r e p a r e d  t h i n - l a y e r  
Klg ^ a c r y l a m i d e  g e l s )  pH  5 . 5  -  8 . 5  w e r e  u s e d .  T h i s  r a n g e  p r o v e d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e .  In  t h i s  c a s e  0 . 1  M 
eth  ^  WaS u s e d  a s  e l e c t r ~ ° l y t e  s o l u t i o n  f o r  t h e  c a t h o d e  a n d  0 . 4  M H E P E S  [ N - ( 2 - h y d r o x y e t h y l ) p i p e r a z i n e - N ' - 2 -  

a n s u l f o n i c  a c i d ]  f o r  t h e  a n o d e .

r ° c e d u r e
The
( f r  p r i n c i P l e  o f  t h e  p r o c e d u r e  u s e d  w a s  d e s c r i b e d  b y  GORG e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  a n d  in  t h e  i n s t r u c t i o n s  o f  L K B  
v»e ° m D r ‘ H - S c h i c k l e  a n d  F .  H o r n e f f ) .  In  g e n e r a l  s a m p l e s  o f  2 0  yul o f  j u i c e  o r  d r i p  f r o m  f r e s h  o r  f r o z e n  m e a t  
9 e l  6  d r o p p e d  on  E F - S a m p l e  A p p l i c a t i o n  P i e c e s  ( L K B )  b y  m e a n s  o f  a  m i c r o p i p e t t e .  T h e s e  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  
eXt S l a d s  ( 0 * 5  mm t h i c k )  i n  a  d i s t a n c e  o f  a b o u t  3  c m  f r o m  t h e  a n o d e .  In  s e v e r a l  c a s e s  f r e e z e  d r i e d  m e a t  
, h e r a c t s  w e r e  a v a i l a b l e  ( f r e e z e  d r y i n g  h a s  n o  i n f l u e n c e  o n  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  p a t t e r n s  o f  t h e  m y o g l o b i n s  in  

9 e l ) .  T h e y  w e r e  d i s s o l v e d  w i t h  4  p a r t s  o f  w a t e r  b e f o r e  u s e  f o r  I E F .  

e x t r a c t s  a r e  n o t  u s e f u l  in  t h i s  p r o c e d u r e  b e c a u s e  t h e i r  m y o g l o b i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  u s u a l l y  t o  l o w .  S a m p l e s  
b j n,11f a t  j u i c e  f r o m  p a l e  m e a t s  ( e . g .  s p e c i a l  p o r k  o r  p o u l t r y  m u s c l e s )  w h i c h  m a y  a l s o  b e  lo w  in  t h e i r  m y o g l o -°in
Pü r in.

c o n t e n t  h a v e  t o  b e  c o n c e n t r a t e d  p r i o r  t o  a p p l i c a t i o n .

Ln- ‘ n9  I F F  t h e  t e m p e r a t u r e  w a s  k e p t  a t  + 4 ° C  a n d  t h e  " P o w e r  S u p p l y "  w a s  a d j u s t e d  t o  1 5 0 0  V ,  5 0  mA a n d  2 5  W. 
e r  t h i s  c o n d i t i o n s  t h e  f o c u s i n g  w a s  f i n i s h e d  a f t e r  2 h o u r s .

Th
P u r e m e n t  o f  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  ( p i )

E u ,  P i  v a l u e s  o f  s i n g l e  m y o g l o b i n  b a n d s  w e r e  m e a s u r e d  b y  m e a n s  o f  a  s p e c i a l  s u r f a c e  pH  e l e c t r o d e  ( M u l t i p h o r  
! , ! r ° d e  L K B  2 2 1 7 - 1 1 1 )  o n  P A G p l a t e s  pH 5 . 5  -  8 . 5  a t  2 4 ° C .  T h e  e l e c t r o d e  w a s  p u t  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  g e l

9ei i t s  o w n  w e i g h t ,  s o  t h e  d i a p h r a g m  a n d  t h e  g l a s s  m e m b r a n  f o r m e d  o n e  l i n e  w i t h  t h e  m y o g l o b i n  b a n d  in  t h e

^mentation
, ^ ' n y o g l o b i n  p a t t e r n s  w e r e  p h o t o g r a p h e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  f i n i s h i n g  t h e  I E F .  F u r t h e r m o r e  t h e  b a n d s  w e r e  
* Volrt".  ° n a  m Y l a r  b y  m e a n s  o f  a n  o v e r h e a d  p e n .  T h e  f o i l  w a s  p u t  on  a  g l a s s  p l a t e  c o v e r i n g  t h e  g e l

d i ng  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  t h e  g e l .
f,• .

b0 j j j  1><ln9  o f  t h e  m y o g l o b i n  b a n d s  w a s  a c h i e v e d  b y  h e a t i n g  t h e  g e l  c o v e r e d  w i t h  a  s e c o n d  m y l a r  f o i l  i n  a  
c0 i n9  w a t e r  b a t h  f o r  2  m i n .  T r i c h l o r i c  a c e t i c  a c i d  w a s  n o t  u s e f u l  f o r  f i x i n g  b e c a u s e  t h e  b a n d s  w e r e  d i s ­

c e d .
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R e s u l t s

S o m e  r e s u l t s  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  in  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  w i t h  d i f f e r e n t  p H - g r a d i e n t s  a r e  s h o w n  i n  f i g s .  ^ ” '>
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F i q .  1 :  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  t h e  m y o g l o b i n s  o f  
d i f f e r e n t  s p e c i e s  in  pH g r a d i e n t  5 - 9

F i q .  2 :  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  t h e  m y o g l o b i n s  o f  
d i f f e r e n t  s p e c i e s  in  pH g r a d i e n t  6 - 9 .  T h e  
a p p l i c a t i o n  p o i n t s  o f  t h e  s a m p l e s  a r e  m a r k  
w i t h  " S "

T h e  b e s t  r e s u l t s  w e r e  a c h i e v e d  w h e n  t h e  pH g r a d i e n t  5 . 5  -  8 . 5  w a s  u s e d  ( f i g .  3 ) .  T h e r e f o r e  t h e s e  g e  s  
w e r e  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  p i  v a l u e s  o f  t h e  m y o g l o b i n  b a n d s  t h e  r e s u l t s  o f  w h i c h  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  

a n d  f i g .  4  ( a t l a s  o f  m y o g l o b i n s ) .

In  t h e  l i t e r a t u r e  t h e r e  a r e  o n l y  f e w  d a t a  a b o u t  p i  v a l u e s  o f  m y o g l o b i n s  o f  d i f f e r e n t  s p e c i e s .  T h e r e f o r e  ou 
r e s u l t s  c o u l d  b e  o n l y  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  f r o m  h o r s e  a n d  b e e f  ( t a b .  2 ) .  T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  b y  d i  r 

a u t h o r s  d i f f e r  c o n s i d e r a b l y  ( t a b .  2 ) ;  t h e s e  w h i c h  d o  a g r e e  w i t h  t h o s e  b e  f o u n d  i n  o u r  e x p e r i m e n t s  a r e  

k e d  b y  b o l d  t y p e .

T a b l e 1 .  p i  v a l u e s  o f  t h e  m y o g l o b i n s  o f  m u s c l e s  f r o m  d i f f e r e n t  s p e c i e s
m e a s u r e d  on  p o l y a c r y l a m i d  g e l s  w i t h  pH  g r a d i e n t  5 . 5 - 8 . 5  ( a t  2 4 ° C )

b a n d sM e a t  s p e c i e s m a in b a n d s m i n o r

C a t t l e 7 , 1 6 , 8 6 , 4

B u f f a l o 6 , 8 5 6 , 6 7 , 3

H o r s e 7 , 2 5 6 , 8 5 7 , 0

P i g 6 , 5 6 , 0
S h e e p 7 , 0 5 6 , 7 5 7 , 4

K a n g a r o o ,  g r e y 6 , 9 6 , 5 6 , 7 5

C a m e l 7 , 1 5 6 , 7 6 , 8 5

B r o w n  b e a r 7 , 6 7 , 0 5 7 , 2

R a b b i t 7 , 4 7 , 3 6 , 3

H a r e 7 , 0 6 , 6

D e e r 7 , 0 5 6 , 7 5 6 , 8 5

F a l l o w  d e e r 7 , 0 5 6 , 7 5 6 , 4

E l k 7 , 0 5 6 , 7 5 6 , 4

R e i n d e e r 7 , 0 5 6 , 7 5 6 , 8 5

C h a m o i s 7 , 0 5 6 , 7 5 7 , 4

I m p a l a 7 , 0 5 6 , 7 5 6 , 4

E l a n d 7 , 0 5 6 , 7 5 6 , 4

B l a c k  b u c k 7 , 0 5 6 , 7 5 7 , 4

B l e s b o c k 7 , 0 5 6 , 7 5 6 , 4

S p r i n g b u c k 7 , 0 5 6 , 7 5 7 , 4

S a i g a 7 , 0 5 6 , 7 5 7 , 4

D u c k 8 , 1 -
W ild  d u c k 8 , 1 7 , 5
O s t r i c h 8 , 0 5 7 , 4 5

6,2
7 , 1

7 , 2

6 , 2 5
6 , 5 5

6 , 4

6 , 4
7 , 2 5

7 , 0 6 , 3 5

6 , 8 5 6 , 4

7 , 2 5  6 , 4

7 . 2 5
7 . 2 5

6 , 8 5  6 , 4

onS

T h e  e x i s t i n g  d e v i a t i o n s  s h o w  
c l e a r l y  t h a t  t h e  p i  v a l u e s  
d e t e r m i n e d  c a n n o t  b e  t a k e n  3 s  
a b s o l u t  a n d  c o n s t a n t  u n d e r  all_ 
c i r c u m s t a n c e s .  T h e i r  r e p r o d u c l  
b i l i t y  d e p e n d s  on  t h e  c o n d i t i 1 
o f  f o c u s i n g  w h i c h  a r e  d i f f i c u l t  
t o  k e e p  c o n s t a n t  a s  t h e  p r a d 1 
c a l  e x p e r i e n c e s  s h o w .

M o s t  o f  t h e  2 4  m e a t  s p e c i e s  
i n v e s t i g a t e d  e x h i b i t e d  t w o  m a1 
m y o g l o b i n  b a n d s  a n d  a  v a r i e d 5 
n u m b e r  o f  m i n o r  b a n d s .  T h e  P
s i t i o n s  a n d ,  c o n s e q u e n t l y , the

afe
in 1

c a t t l e ,  b u f f a l o ,  ^  p* 

k a n g a r o o ,  c a m e l ,  b e a r ,

pH v a l u e s  o f  t h e  m a i n  b a n d s  
d i f f e r e n t  a n d  c h a r a c t e r i s t i c  
t h e  c a s e  o f

p i g
b i t ,  h a r e ,  d u c k  a n d  o s t r i c h  
T h i s  m e a n s  t h a t  t h e s e  s p e c i e 5 
c a n  b e  i d e n t i f i e d  b y  t h e i r  
m y o g l o b i n  p a t t e r n s .

I t  s h o u l d  b e  e m p h a s i z e d  t h a t  f 
e v e n  t h e  m y o g l o b i n  b a n d s  o f  t 
a n d  b u f f a l o  m e a t  a r e  s o  d i f ^ e 
f r o m  e a c h  o t h e r  t h a t  t h e y  c a ° ^ i y 
b e  d i f f e r e n t i a t e d  e a s i l y .  Ih 3 
t i o n  t h i s  f a c t  s h o w s  t h a t  P o t   ̂
s p e c i e s  m a y  n o t  b e  a s  n e a r  re

l a t e d  a s  
p a s t .

i t  w a s  a s s u m e d  m

D i f f e r e n t  
a s  d e e r ,  
( f i g .  4 ) .

t h e  m y o g l o b i n  p a t t e r n s  d i s c u s s e d  s o  f a r  a r e  t h o s e  f r o m  a  s e r i e s  o ff r o m
f a l l o w  d e e r ,  r e d  d e e r ,  r e i n d e e r ,  e l k ,  c h a m o i s ,  e l a n d ,  b l a c k  b u c k ,  b l e s b o c k ,  s p r i n g b u c k  a n d  ^—  t0 
W ith r e g a r d  t o  t h e  m a in  b a n d s  t h e s e  s p e c i e s  d o  n o t  d i f f e r  f r o m  e a c h  o t h e r .  T h e r e f o r e  t h e y

the

p a r t l y  n e a r  r e l a t e d  s P eC.
sai93

e6

b e  d i s t i n g u i s h e d  b y  a d d i t i o n a l  c r i t e r i a .  In  s o m e  c a s e s  t h e  m i n o r  b a n d s  w i l l  b e  u s e f u l  f o r  t h i s  p u r p o s e  ( s e  
f i g .  3 a n d  4 ) .  In  a d d i t i o n  w h e n  t h e  g e l  i s  l o o k e d  o v e r  w i t h  a  b l a c k  b a c k g r o u n d  b y  l i g h t  s h i n i n g  f r o m  t h e   ̂
s i d e  d i f f e r e n t  b a n d s  o f  t h e  s a r c o p l a s m i c  p r o t e i n s  c a n  b e  r e c o g n i z e d  b y  t h e i r  w h i t e  o p a l e s c e n c e  w h i c h  m ay
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a l s o  u s e f u l  f o r  f u r t h e r  i d e n t i f i c a t i o n .  T h e  
m y o g l o b i n  p a t t e r n s  d i d  n o t  d e p e n d  on 
t h e  t y p e  o f  m u s c l e  o r  o n  t h e  t i m e  o f  
s t o r a g e  o f  t h e  m e a t .  H o w e v e r ,  t h e  i n t e n ­
s i t y  o f  t h e  s i n g l e  b a n d s  v a r i e d  f r o m  
m u s c l e  t o  m u s c l e ,  f r o m  a n i m a l  t o  a n i m a l  
a n d  a l s o  in  s o m e  c a s e s  w h e n  t h e  e x p e ­
r i m e n t  w a s  r e p e a t e d .  Bu t  a c c o r d i n g  t o  
o u r  p r a c t i c a l  e x p e r i e n c e s  t h i s  d o e s  
n o t  i n f l u e n c e  t h e  u s e f u l n e s s  o f  t h e  
m e t h o d .

I t  i s  n o t  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h e  h e m o g l o ­
b i n  o f  r e s i d u a l  b l o o d  in  t h e  m u s c l e  
w i l l  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  
o f  m e a t  s p e c i e s  b y  t h e  m y o g l o b i n s  b e c a u ­
s e  t h e  p o s s i b l e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h e m o g l o ­
b i n  i s  m u c h  l o w e r  t h a n  t h o s e  o f  m y o ­
g l o b i n .  A s  k n o w n  f r o m  l i t e r a t u r e  e v e n  
t h e  p a t t e r n s  o f  t h e  s a r c o p l a s m i c  p r o t e i n s  
o f  e x t r e m e l y  u n c o m p l e t e  b l e e d e d  s l a u g h t e r  
a n i m a l s  d i d  n o t  c o n t a i n  a n y  a d d i t i o n a l  
b a n d s  w h i c h  w e r e  d u e  t o  a  h i g h e r  a m o u n t  
o f  h e m o g l o b i n  ( S T O L L E  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  
A d d i t i o n a l l y  w e  f o u n d  t h a t  t h e  h e m o g l o b i n

,0 r  b a n d s ,  e . g .  f r o m  c a t t l e ,  p i g ,  s h e e p  a n d
e > w e r e  d i f f e r e n t  in  t h e i r  p o s i t i o n s  f r o m  t h o s e  o f  t f i e  c o r r e s p o n d i n g  m y o g l o b i n  b a n d s .
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Isoelectric focusing of the myoglobins of different species 
in pH gradient 5 . 5 - 8 . 5  ( P A G plates) 

hi

oni 0 u l d  b e  m e n t i o n e d  t h a t  t h i s  m e t h o d  f o r  m e a t  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n  c a n  b e  a p p l i e d  t o  u n h e a t e d  m a t e r i a l s  
^  b e c a u s e  h e a t i n g  s p l i t s  o b v i o u s l y  t h e  h e m  c o m p o n e n t  f r o m  t h e  g l o b i n  in  t h e  m y o g l o b i n  m o l e c u l e .  T h e r e f o r e ,  

a I s o  i m p o s s i b l e  t o  u s e  8  M u r e a  w h i c h  d i s s o l v e s  p r o t e i n s  d e n a t u r e d  b y  h e a t .

The r
i nf j  ° n t e n t  o f  m y o g l o b i n  i n  t h e  m u s c l e  o f  m e a t  a n i m a l s  i s  v a r y i n g  w i t h i n  a  w i d e  r a n g e  a n d  d e p e n d s  on  s e v e r a l  
mUsU®n c e s  l i k e  b r e e d ,  s e x ,  f e e d i n g ,  a g e  a n d  t h e  k i n d  o f  l i v e  s t o c k  k e e p i n g .  T h e  m y o g l o b i n  c o n c e n t r a t i o n  in  
30 f  . o f  m e a t  a n i m a l s  c a n  v a r y  f r o m  2 0  ( r a b b i t )  t o  9 1 0  ( w h a l e )  o r ,  in  t h e  c a s e  o f  s l a u g h t e r  a n i m a l s ,  f r o m  
Uon 9 )  t o  8 8 0  ( h o r s e )  ( s e e  G IN G E R  e t  a l . ,  1 9 5 4 ;  G R A U ,  1 9 6 9 ;  L A W R IE ,  1 9 6 8 ;  S H E N K  e t  a l . ,  1 9 3 4 ) .  T h e  r e l a -  

° f  t h e  m y o g l o b i n  c o n t e n t  in  b e e f ,  m u t t o n ,  p o r k  a n d  v e a l  w a s  e s t i m a t e d  t o  b e  7 : 4 : 2 : 1  ( BROUMAND e t  a l . 1 9 5 8 ) .

p i  v a l u e s  o f  t h e  m y o g l o b i n s  o f  h o r s e  a n d  c a t t l e  
m e n t i o n e d  in  l i t e r a t u r e

Specie

Hoirse

L9nie

rornot

s P i
T e m p e r a ­
t u r e

L i t e r a t u r e

6 , 4 7
6 , 6 0
6 , 8 3
7 , 1 7

6 , 5 3
6 , 7 9
6 , 9 2

2 0 °  C v a n  d e n  OORD e t  a l . ,  1 9 6 9

6 , 7 6 7 , 1 6 4 ° C B E E L E Y  e t  a l . , 1 9 7 2

6 , 8
7 , 2 7

6 , 8 6
7 , 7 6

4 ° C V E S T E R B E R G  a n d  S V E N S S O N ,  
1 9 , 6 6

6 , 8
7 , 1

7 , 0
7 , 5

( ? ?
S A L A M A N , 1971

7 , 3 1 6 , 8 3 2 5 ° C R A D O LA ,  1 9 7 3

7 , 3 4 ° C r e p o r t e d  b y  S E R V A  
( H e i d e l b e r g )

6 , 5 6
7 , 0 1

6 , 7 4 2 0 ° C v a n  d e n  OORD e t  a l . ,  1 9 6 9

T h e  v a r i a b i l i t y  o f  t h e  m y o g l o b i n  c o n t e n t  
e x p l a i n s  t h e  d i f f e r e n t  i n t e n s i t i e s  o f  t h e  m y o ­
g l o b i n  b a n d s  w h i c h  w e r e  a l s o  o b s e r v e d  in  
t h e  S D S  e l e c t r o p h o r e s i s  (H O FM A N N , 1 9 8 5 c ,  1 9 8 6 ) .

T h e  q u e s t i o n  i s ,  w h e t h e r  t h e  e x i s t e n c e  o f  
d i v e r s e  m y o g l o b i n  b a n d s  i s  d u e  t o  d i f f e r e n t  
i s o m e r e s o r  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  d i f f e r e n t  f o r m s  
o r  s t e p s  o f  o x i d a t i o n .  QUINN a n d  P E A R SO N  
( 1 9 6 4 )  a n d  QUINN e t  a l .  ( 1 9 6 4 )  f o u n d  t h a t  
b e e f  m u s c l e s  c o n t a i n e d  a t  l e a s t  t h r e e  k i n d s  
o f  m y o g l o b i n  w i t h  d i f f e r e n t  e l e c t r o p h o r e t i c  
b e h a v i o u r .  T h e y  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  
m y o g l o b i n s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e  b i n d i n g  b e t w e e n  t h e  p r o t e i n  ( g l o b i n )  
a n d  t h e  p r o s t e t i c  g r o u p  ( h e m ) .  A l s o  in  
i n v e s t i g a t i o n s  w i t h  m y o g l o b i n s  o f  h o r s e ,  
c a t t l e  a n d  w h a l e  ( R A D O L A ,  1 9 6 9 )  a n d  t h e  m y o ­
g l o b i n s  o f  h u m a n  b e i n g  a n d  r a t  ( H E R B E R T Z ,  
1 9 7 2 )  r e s u l t e d  in  t h e  a p p e a r a n c e  o f  d i v e r s e  
b a n d s .  In  t h e  l a t t e r  e x p e r i m e n t  t h e  m y o g l o b i n  
w a s  s t a b i l i z e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  F e  ( I I I )  
c y a n o  c o m p l e x  s o  t h e  m y o g l o b i n  d i d  n o t  e x i s t  
i n  d i f f e r e n t  s t e p s  o f  o x i d a t i o n .  T h i s  r e s u l t  

e s  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  n a t i v e  m u s c l e s  m a y  c o n t a i n  s e v e r a l  i s o m e r e s  o f  m y o g l o b i n .

5 . 5 ^ Q C t r i c  f o c u s i n g  o f  t h e  p r o t e i n s  o f  u n d i l u t e d  m e a t  j u i c e s  in  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( 0 . 5  mm t h i c k ,  pH g r a d i e n t  
teq  1 ? )  e x h i b i t s  r e d - b r o w n i s h  b a n d s  o f  m y o g l o b i n  w h i c h  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  f o r  m o s t  o f  t h e  s p e c i e s  i n v e s t i g a ­
t e /  P o s i t i o n  o f  t w o  m a i n  b a n d s  e a c h  e n a b l e s  t o  i d e n t i f y  t h e  m e a t  f r o m  c a t t l e ,  b u f f a l o ,  h o r s e ,  p i g ,  k a n g a -
Qnti\0C a m e l > b e a r ,  r a b b i t ,  h a r e ,  d u c k  a n d  o s t r i c h .  N e a r l y  r e l a t e d  s p e c i e s  l i k e  d i f f e r e n t  k i n d s  o f  d e e r  a n d  
i s 0 e l  P e  b e i n g  i d e n t i c a l  in  t h e i r  m a in  m y o g l o b i n  b a n d s ,  m a y  b e  d i f f e r e n t i a t e d  b y  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s t i c s .  T h e  
cKjes t -C t r ^c  P o i n t s  o f  t h e  m y o g l o b i n s  w e r e  d e t e r m i n e d .  T h e y  c a n  b e  u s e d  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  m e a t  s p e c i e s  in  
T ^ e  l0 n  w i t h o u t  h a v i n g  a  p o o l  o f  s t a n d a r d s .
Of

th,̂ y o g i o b i n  p a t t e r n s  i n  t h e  g e l s  d o  n o t  d e p e n d  u p o n  t h e  t y p e  o f  m u s c l e  a n d  o t h e r  f a c t o r s  a s  t h e  p a t t e r n s  
t o t a l  s a r c o p l a s m i c  p r o t e i n s  d o  (H O FM A N N , 1 9 8 5 c ,  1 9 8 6 ) .
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8,5 t h e i r  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  ( a t l a s  o f  
m y o g l o b i n s )

F i g ,  4 :  T y p i c a l  p a t t e r n s  o f  t h e  m y o g l 0'  
b i n s  o f  m e a t  s p e c i e s  w i t h  r e g a r d  to

8,0 -

- 7,5

70 7,0

6,5 6,5

6,0 - 60

© - Anode -

T h e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  " m y o g l o b i n  m e t h o d "  c a n  b e  s u m m a r i z e d  a s  f o l l o w s .
1 .  In  c o n t r a s t  t o  m o s t  o f  t h e  s a r c o p l a s m i c  p r o t e i n s  t h e  b a n d s  o f  m y o g l o b i n  a r e  v i s i b l e  in  t h e  I E F  g e l s  u se e  

s o  t h a t  a  t i m e - c o n s u m i n g  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  i s  n o t  n e c e s s a r y .
2 .  T h e  m y o g l o b i n  p a t t e r n s  a r e  s i m p l e  a n d  c a n  b e  j u d g e d  e a s i l y  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  p a t t e r n s  o f  t h e  w h o l e  

s a r c o p l a s m i c  p r o t e i n s  u s u a l l y  b e i n g  c o m p l i c a t e d .
3 .  T h e  p o s i t i o n s  r e s p .  p i  v a l u e s  o f  t h e  m y o g l o b i n  b a n d s  w e r e  f o u n d  t o  b e  c o n s t a n t  a n d  d i d  n o t  d e p e n d  on 

s e v e r a l  f a c t o r s  a s  e . g .  t h e  k i n d  o f  m u s c l e  o r  t h e  t i m e  o f  s t o r a g e  p o s t  m o r t e m .
4 .  A s  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  m e a t  s p e c i e s  c a n  b e  m a n a g e d  b y  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p i  v a l u e s  w i t h  t h e  a i d  o f  3 

s u r f a c e  pH  e l e c t r o d e  n o  p o o l  o f  s t a n d a r d s  i s  n e e d e d .
5 .  D r i p  f r o m  s t o r e d  o r  t h a w e d  f r o z e n  m e a t  o f t e n  b e i n g  a v a i l a b l e  in  p r a c t i c e  m a y  b e  u s e d  d i r e c t l y  a s  a  

f o r  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  w i t h o u t  a d d i t i o n a l  p r e p a r a t i o n .

A c k n o w l e d g e m e n t  s  I

I w a n t  t o  e x p r e s s  w a r m  t h a n k s  t o  M r .  E .  ' B l u c h e l  f o r  h i s  t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e  a n d  P r o f . D r . E .  G r e u e l  (Un
B o n n )  f o r  s e n d i n g  t h e  m e a t  s a m p l e s  f r o m  d i v e r s e  s p e c i e s .  F u r t h e r  w e  a p p r e c i a t e  t h e  c o o p e r a t i o n  o f  t h e
g e s u n d h e i t s a m t  in  B e r l i n  w h i c h  p u t  f r e e z e  d r i e d  m e a t  j u i c e s  f r o m  s e v e r a l  m e a t  a n i m a l s  t o  o u r  d i s p o s a l .

B E E L E Y , J  . A .  , S . M . S T E V E N S O N  a n d  J . G .  S E E L E Y ,  1 9 7 2 .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  2 8 5 , 2 9 3
BROUM AND, H . , C . O . B A L L  a n d  E . F . S T I E R ,  1 9 5 8 .  F o o d  T e c h n o l .  T 2 ,  6 5 - 7 7
G I N G E R ,  J . D . ,  G . D .  WILSON a n d  B . S . S C H W E I G E R T ,  1 9 5 4 .  J . A g r i c . F o o d  C h e m .  2 ,  1 0 3 7 - 1 0 4 0
G Ö R G , A . , W . P O S T E L  a n d  R .  W E S T E R M E I E R ,  1 9 7 9 .  G IT  L a b o r - M e d . 2 ,  3 2 - 4 0
H E R B E R T Z ,  G . ,  1 9 7 2 .  Z .  A n a l .  C h e m .  2 6 0 ,  1 2 4 - 1 2 6
G R A U ,  R . ,  1 9 6 9 .  " F l e i s c h  u n d  F l e i s c h w a r e n " .  V e r l a g  P a u l  P a r e y ,  B e r l i n  u n d  H a m b u r g ,  p .  5 4  
HÖYEM , T .  a n d  B .  T H O R SO N , 1 9 7 0 .  J .  A g r i c .  F o o d  C h e m .  J J 5 ,  7 3 7 - 7 3 9  
H OFM ANN, K . ,  1 9 8 4 b .  J a h r e s b e r . B u n d e s a n s t . f . F l e i s c h f o r s c h u n g ,  p .  C 3 0  
H O FM A NN, K . ,  1 9 8 5 a .  F l e i s c h w i r t s c h a f t  6 5 ,  3 1 8 - 3 1 9
HOFMANN, K . ,  1 9 8 5 b .  M i t t e i l u n g s b l . B u n d e s a n s t .  f .  F l e i s c h f o r s c h u n g  N r .  8 8 ,  6 4 6 5 - 6 4 6 9  
H O FM ANN, K . ,  1 9 8 5 c .  I n :  R .  L . S . P A T T E R S O N ,  1 9 8 5 ,  p p . 9 - 3 1  
H O FM ANN, K . ,  1 9 8 6 .  F l e i s c h w i r t s c h a f t  6 6 ,  9 1 - 9 8
L A W R IE ,  R . A . , 1 9 6 8 .  " M e a t  S c i e n c e " .  P e r g a m o n  P r e s s  L t d . ,  O x f o r d ,  p p . 8 6 , 9 2 , 9 4 , 9 7  a n d  1 0 3  
O O R D . A . H . A .  v a n  d e n ,  J . J . W E S D O R P ,  A . F .  v o n  DAM a n d  J . A . V E R H E I J ,  1 9 6 9 .  E u r o p .  J .  B i o c h e m .  K ) ,  1 4 0 .  

R I G H E T T I  a n d  C A R A V A G G IO ,  1 9 7 6
P A T T E R S O N ,  R . L . S .  ( e d . ) , 1 9 8 5 .  " B i o c h e m i c a l  I d e n t i f i c a t i o n  o f  m e a t  s p e c i e s " .  E l s e v i e r  A p p l .  S e i .  P u b l .  

a n d  New  Y o r k .
P O Z O - L O R A ,  R .  a n d  R .  L O P E Z - G I M E N E Z ,  1 9 7 3 .  A r c h . Z o o t e c n .  C o r d o b a  2 2 ,  N o .  8 6 , 1 8 7 .  R e f . :  V e t e r i n ä r m e d .  2 7 / 4 ,
Q U IN N ,  J . R .  a n d  A . M .  P E A R S O N ,  1 9 6 4 .  J .  F o o d  S e i .  2 9 ,  4 2 9 - 4 3 4
Q U IN N ,  J . R . , A . M . P E A R S O N  a n d  J . R . B R U N N E R ,  1 9 6 4 .  J .  F o o d  S e i .  2 9 ,  4 2 2 - 4 2 8
R A D O LA ,  B . J . ,  1 9 6 9 .  B i o c h i m . B i o p h y s .  A c t a  1 9 4 , 3 3 5 - 3 3 8
R A D O LA ,  B . J . ,  1 9 7 3 .  B i o c h i m . B i o p h y s .  A c t a  2 9 5 , 4 1 2 - 4 2 8
R I G H E T T I , P . G .  a n d  T . C A R A V A G G I O ,  1 9 7 6 .  J . C h r o m a t o g r .  J_27,  1 - 2 8
S A L A M A N ,  M . R .  a n d  A . R . W IL L IA M S O N , 1 9 7 1 .  B i o c h e m . J . 1 2 2 ,  9 3 .  R e f . :  R I G H E T T I  a n d  C A R A V A G G IO ,  1 9 7 6  
S H E N K ,  J  . H. , J  . L . H A L L  a n d  H . H . K I N G ,  1 9 3 4 .  J . B i o l . C h e m .  J 0 5 ,  741 
S L A T T E R Y ,  W . J .  a n d  A .  J  . S I N C L A I R , 1 9 8 3 .  A u s t r a l .  V e t .  J .  6 0 ,  4 7 - 5 1  
S P E L L ,  E . ,  1 9 7 4 .  F l e i s c h w i r t s c h a f t  5 4 ,  5 3 3 - 5 3 8
S T O L L E , A . ,  K . T R O E G E R  a n d  G .  R E U T E R ,  1 9 8 3 .  F l e i s c h w i r t s c h a f t  6 3 ,  1 3 1 5 - 1 3 1 9
V E S T E R B E R G , D . a n d  H . S V E N S S O N ,  1 9 6 6 .  A c t a  C h e m .  S c a n d .  2 0 ,  8 2 0 .  R e f . :  R I G H E T T I  a n d  CA R A V A G G IO  1 9 7 6

R e f e r e n c e s

428


