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»*  ^ a t i ° n a l  R e s e a r c h  C e n t r e ,  F o o d  T e c h n o l o g y  a n d  D a i r y  D e p a r t m e n t ,  D o k k i ,  C a i r o ,  E g y p t .  
A i n  S h a m s  U n i v e r s i t y ,  F a c .  o f  A g r i c . , F o o d  S c i .  D e p t . :  S h o u b r a  E l  K h e m a ,  C a i r o ,  E g y p t .

B e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  w e r e  m a n u f a c t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  p r o t e a s e  i n h i -  
I n s ° r " T h e  a d d e d  l e v e l  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  w a s  1 , 2  a n d  3 %  o u t  o f  t h e  r e c i p e  i n g r e d i e n t s .  
]_0  P e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  b y  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  (T E M )  w a s  u s e d  t o  c o m p a r e  t h e  h i s o t o -  
s t ^ a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  i n v e s t i g a t e d  s a m p l e s .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  c h a n g e s  t h a t  o c c u r  i n  t h e  
i o n U C t U r e  ° f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  w h i c h  m a n u f a c t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  t h e  a d d i t -  

p r o t e a s e  i n h i b i t o r  w e r e  h i s t o l o g i c a l l y  s t u d i e d  b y  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c p e  
l n 9  s t o r a g e  a t  4 ° C  f o r  t w o  w e e k s .

:t i o n
I t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  t h e  f i b r e s  ( u n i t  o f  m u s c l e  s t r u c t u r e )  a r e  l o n g ,  n a r r o w , m u l t i -  

t e  ■L e a t e d  c e l l s  w h i c h  m a y  s t r e t c h  f r o m  o n e  e n d  o f  t h e  m u s c l e  t o  t h e  o t h e r  a n d  m a y  a t t a i n  a  
Co 9 t h  o f  3 4  c m :  a l t h o u g h  t h e y  a r e  o n l y  1 0 - 1 0 0  i n  d i a m e t e r  ( W a l l s ,  1 9 6 0 ) .  A n y  g i v e n  m u s c l e  
o n e  i n e d  f i h r e s  o f  v a r y i n g  d i a m e t e r ,  t h e  s m a l l e r  o n e s  b e i n g  m o r e  p e r i p h e r a l  a n d  t h e  l a r g e  
c s a r e  m o r e  c e n t r a l  i n  t h e i r  d i s t r i b u t i o n .  S u r r o u n d i n g  e a c h  f i b r e ,  a n d  u n d e r n e a t h  t h e  
t h e n e C t i v e  t ; *-s s u e  o f  t h e  e n d o m y s i u m ,  i s  a  s h e a t h  o f  t h e  s a r c o l e m m a ,  ( R o b e r t s o n ,  1 9 5 7 ) ,  a n d  
rtlIna-It'U s c : l - e  c e l l  n u c l e i  a r e  g e n e r a l l y  f o u n d  j u s t  b e n e a t h  t h e  s a r c o l e m m a .  W i t h i n  t h e  s a r c o l e -  

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

pe ^ e s  a n d  t h e  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  o r  s a r c o t u b u l a r  s y s t e m  a s  w e l l  a s  a  d i s s o l v e d  o r  s u s -  
' in a  S d  s u t | s t a n c e s  a r e  a l s o  i d e n t i f i e d  w i t h i n  t h e  p r e v i o u s  s t r u c t u r e ;  ( B e n n e t t ,  1 9 6 0 ) .  A n  
\l c t e r s t a n d i n g  o f  t h e  c h e m i c a l  a n d  p h y s i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  m u s c l e s  i n  m e a t  a n d  m e a t  p r o d -  
c0 u f  a s  w e l l  a s  t h e  c h a n g e s  t h a t  t a k e  p l a c e  a s  a  r e s u l t  o f  s p e c i f i c  t e c h n o l o g i c a l  t r e a t m e n t s  
st u d  k a s e d  o n  h i s t o l o g i c a l  a n a l y s i s .  S u b s e q u e n t l y ,  a n d  f r o m  s u c h  p o i n t  o f  v i e w ,  s u c h  
baB y  i s  c a r r i e d  o u t  t o  a n s w e r  t h e  q u e s t i o n ;  t o  w h a t  e x t e n t  t h e  h i s t o l o g i c a l  s t r u c t u r e

° n t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  t h a t  m a n u f a c -  
w i t h  o r  w i t h o u t  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  c o u l d  b e  a l t e r e d  d u r i n g  s t o r a g e  a t  4 ° C  f o r  t w o

T r i a l s .  A N D  M E T H O D S
i i a t e r i a l s :

t  B e e f  m e a t ,  a n d  c h i c k e n  s a m p l e s : B e e f  m e a t  w a s  o b t a i n e d  f r o m  " R A M A D A " r e f r i g e r a t o r  o f

'■hat GE;R C 0 " C o m p a n y ;  r e l a t e d  t o  t h e  M i n i s t r y  o f  s u p p l i e s ,  E G Y P T .  " E L  S H A R K  E L  A W S A T " C o m p a n y  
Wi(.p l o c a t e d  i n  " K A L Y O B I A H "  g o v e r n o r a t e  ( E G Y P T )  i s  t h e  s o u r c e  o f  f r o z e n  c h i c k e n  s a m p l e s ;

w # a n  i n d i v i d u a l  w e i g h t  t h a t  r a n g e d  b e t w e e n  8 5 0  u p  t o  1 1 0 0  g m .
Ce r i t  *  P o t a t o  t u b e r s  ( a l p h a  v a r i e t y ) ; T h e  H o r t i c u l t u r e  D e p a r t m e n t ,  A g r i c u l t u r a l  R e s e a r c h  
£0 r  r e » M i n i s t r y  o f  A g r i c u l t u r e  i s  t h e  s o u r c e  o f  p o t a t o  t u b e r s  ( a l p h a  v a r i e t y )  t h a t  u s e d  

) ^ e * t r a c t i n g  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r .

i i ® t h o d s
<3Ss T e c h n o l o g i c a l  m e t h o d s : E x t r a c t i o n  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  w a s  p e r f o r m e d  b y  t h e  m e t h o d  

c t i b e d  b y  B e l i t z  e t  a l .  ( 1 9 7 1 ) .
O f  , . M a n u f a c t u r i n g  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s : T h e  f o r m u l a  o f  b e e f  b o t h  s a u s a g e  

? ^ e n  P a t t i e s  w a s  b a s e d  o n  u s i n g  t h e  p r e v i o u s  m e a t  s o u r c e s  w h i c h  w e r e  g r i n d e d  b y  a n  
r i c a l  m e a t  m i n c e r  a n d  t h e  p r o d u c t  w a s  t e r m e d  a s  a  c o n t r o l  s a m p l e  ( F r e e  o f  p r o t e a s e  i n -  
° £ ; P . I ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  o t h e r  s a m p l e s  w e r e  m a n u f a c t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e

I *  t o  r e a c h  t h e  l e v e l  o f 1 , 2  a n d  3% o f  t h e r e c i p e  f o r m u l a  a s f o l l o w s  :
I n g r e d i e n t s C o n t r o l L e v e l s  o f  p r o t e a s e

( F r e e  o f  P . I ) i n h i b i t o r  ( P . I )  i n
t h e t e s t e d  s a m p l e s

1% 2 %  3%
M e a t  ( B e e f  o r  c h i c k e n ) 9 2 9 2 9 2  9 2
P r o t e a s e  i n h i b i t o r 0 1 2  3
W a t e r 8 7 6  5

.  W i t h  r e s p e c t  t o  t h e  b e e f  s a u s a g e  s a m p l e s ,  t n e y  w e r e  p r e p a r e d  b y  s t u f f i n g  t h e  r e s -
m i Y f l l V A  ■! -a i  (  e-f~r\ -s i 1   ̂ n +- d  V  U/Vl n +- V» T W Q V O  A i.VU 1M i x t u r e  i n  a  n a t u r a l  c a s i n g s  ( s m a l l  i n t e s t i n e )  a f t e r  w h i c h  t h e y  w e r e  p a c k e d  i n  w h i t e

^tti 8hes and kept in a refrigerator at 4 t  for 1 5  days. On the other hand, the chicken 
'f°hnse--^ere PrePared by using the previous responsed formula after shapping in patties
kieP t  a n d  t h e  p r o d u c e d  s a m p l e s  w e r e  p a c k e d  i n  w h i t e  f o a m  d i s h e s  ( 6  p i e c e s  i n  e a c h  o n e ) a n d  

a t  4  c  f o r  1 5  d a y s .
* Analytical methods;
0>,.. Transmission electron microscope ( T E M ) : The histological structure of beef sausage

k  * a o  a i o u  o l u i c v c u  j f  u o i u ^  u u c  ui. a u g m i o o i u i i  c ^ c w b i v t i  u m .v >j l w s «.
, e d  i n  d e t a i l s  b y  C o l e m a n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 6 ) .  S i l v e r  s e c t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  a n  L K B  

P p e r  1<p r o t o m e  e q u i p p e d  w i t h  a  d i a m o n d  k n i f e  a n d  t h e  s e c t i o n s  w e r e  m o u n t e d  o n  u n c o a t e d  a o -  
( 2 0 0 - 3 0 0  m e s h )  a f t e r  w h i c h  t h e y  w e r e  s t a i n e d  w i t h  u r a n l y l  a c e t a t e  f o l l o w e d  b y  

K y. s  l e a d  c i t r a t e  ( R e y n o l d s ,  1 9 6 3 )  *  m—  -------- ' " “ J —  1 °  ~ 1 — •*----------- —  -------------------------
a S  ^ ___ ■____________,  „ ______ x j

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

l^ Sco p e '1B U s e d  f o r  i n s p e c t i o n .
'  a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  C a n c e r ,  C a i r o  U n i v e r s i t y .

A  Z e i s s  T r a n s m i s s i o n  1 0  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e ,  8 0  
O p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  t h e  u n i t  o f  E l e c t r o n  M i c r o -
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R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N
S u r r o u n d i n g  t h e  m u s c l e  a s  a  w h o l e  i s  a  s h e a t h  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  k n o w n  a s  t h e  

e p i m y s i u m ;  f r o m  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  t h e  l a t t e r ,  s e p t a  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  p e n e t r a t e  i n t o  
t h e  m u s c l e  a n d  s e p a r a t i n g  t h e  m u s c l e  f i b r e s .  T h e  c o n n e c t i v e  t i s s u e  r o u n d  e a c h  f i b r e  i s  c a 
l l e d  t h e  e n d o m y s i u m  a n d  t h e  s i z e s  o f  t h e s e  m u s c l e  f i b r e  b u n d l e s  d e t e r m i n e  t h e  t e x t u r e  o f  
t h e  m u s c l e  ( W a l l s ,  1 9 6 0 ) .  T h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  a n d  m u s c l e  f i b r e s  
a r e  v a r y  a m o n g  m u s c l e s  a n d ,  i n  p a r t ,  a c c o u n t  f o r  t h e  r e l a t i v e  t o u g h n e s s  o f  m e a t .

T h e  e l e c t r o n  d i a g r a m s  o f  t h e  u n s t o r e d  s a m p l e s  ( c o n t r o l  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n ^  
p a t t i e s )  w h i c h  a r e  f r e e  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  ( P . I )  a r e  g i v e n  i n  F i g s .  ( 1  a n d  2 ) .  T h e  c o r r '  
e s p o n d i n g  u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  s a m e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  3 %  " P . I "  a r e  a l s o  g i v e n  i n  t h e  
s a m e  f i g u r e s .  I n  b o t h  o f  t h e  p r e v i o u s  s a m p l e s ,  t h e  n o t i c e a b l e  l o n g i t u d i n a l  s t r a i t i o n s  a r e  
m a i n l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i n  m y o f i b r i l s  a n d  t h e  a v a i l a b l e  e l e c t r o n  d i a g r a m  o f  t h e  
a f o r e m e n t i o n e d  f i g u r e  i n d i c a t e s  t h e  p r e s e n c e  o f  a l t e r n a t i n g  b a n d s  a l o n g  t h e  l e n g t h  o f  e a c h  
m y o f i b r i l .  T h e  " A "  b a n d s  ( d a r k  a r e a s )  a s  w e l l  a s  t h e  " I "  b a n d s  ( l i g h t  a r e a s )  a r e  s h a r p l y  
d e s i g n a t e d  o n  e a c h  m y o f i b r i l .  T h e s e  b a n d s  i n  e i t h e r  b e e f  s a u s a g e  o r  c h i c k e n  p a t t i e s  a r e  
g e n e r a l l y  l i e  i n  a n  o p p o s i t e  f o r m  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  a d j a c e m e n t  m y o f i b i r i l .  T h e  " Z "  b a n d s  
w h i c h  a p p e a r  a s  a  d a r k  n a r r o w  l i n e s  i n  e a c h  " I "  b a n d  a r e  a l s o  w e l l  s e e n .

T h e  p r e v i o u s  c o n f i g u r a t i o n s  o f  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s  w e r e  s l i g h t l y  u l t r e r e d  i n  t h e  
u n s t o r e d  s a m p l e s  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  ( P . I ) .  I n  o t h e r  
w o r d s ,  t h e  a d d e d  " P . I "  h a s  t h e  c a p a b i l i t y  t o  p e n e t r a t e  a l o n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  m y o f i b r i ^  
a n d  l e a d  t o  a  s t y l e  w a v e  s t r u c t u r e  w i t h i n  t h e  c h a r a c t e r i z e d  b a n d s .  T h e s e  s t r u c t u r a l  c o n f i ' 3 ^  
u r a t i o n s  m a y  l e a d  t o  o t h e r  s t e r i c  p o s i t i o n  w h i c h  i s  n o t  t h e  b e s t  f i t  f o r m s  f o r  m a x i m a l  a c t  
i v i t y  o f  p r o t e a s e  e n z y m e s .  S o ,  t h e  p r e s e n c e  o f  " P . I "  s t r e n g t h e n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  m u s e  
f i b e r s  a n d  s o ,  b e i n g  o u t  o f  a t t a c k  b y  t h e  p r o t e a s e  e n z y m e s .  S u c h  s t a t e m e n t  i s  m a i n l y  d u e  
t o  t h e  e f f i c i e n c y  o f  " P . I "  f o r  d i f f u s i o n  a n d  d i s t r i b u t i o n  a l o n g  t h e  g a b s  a v a i l a b l e  b e t w e e n  
t h e  s t r u c t u r a l  b a n d s ;  e s p e c i a l l y  i n  p a r a l l e l  w i t h  s a r c o m e r e s .  H o w e v e r ,  t h e s e  f i n d i n g s  a r e  
d e t e c t e d  i n  t h e  h o m o g e n o u s  m a t r i x  s u r r o u n d i n g  t h e  m y o f i b r i l s  k n o w n  a s  s a r c o p l a s m  o f  e i t h e r  
t h e  b e e f  s a u s a g e  o r  i n  t h e  c h i c k e n  p a t t i e s ;  b u t  i n  a  b e s t  f i t  f o r m s  i n  t h e  f o r m e r  t h a n  t h e  
l a t t e r .

T h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  " P . I "  b e h a v i o u r  i n  t h e  t w o  t e s t e d  s a m p l e s ;  n a m e l y  b e e f  s f i \ ,  
s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  o p i n i o n  o f  T r a u t m a n n  a n d  F i e b i g e r , ( l 9 3  ^  
T h e y  m e n t i o n e d  t h a t  t h e r e  i s  a n  a b u n d a n c e  o f  s a r c o p l a s m  i n  t h e  m u s c l e  f i b e r s  w h i c h  d i f f e r  
a c c o r d i n g  t o  m e a t  s o u r c e s .  S o m e  f i b r e s  m a y  c o n t a i n  a  h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  s a r c o p l a s m  t h a t  
o t h e r s ,  a n d  i n  s u c h  c a s e ,  t h e  m y o f i b r i l s  a r e  n o t  d i s t r i b u t e d  u n i f o r m l y  b u t  a r e  a r r a n g e d  i n sg 
g r o u p s  c a l l e d  f i e l d s  o f  " C o h n h e i m " .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  h i g h e r  a m o u n t s  o f  s a r c o m p l a s m  i n  t h e  
f i b r e s  a r e  m a i n l y  a c c o u n t e d  b y  t h e  a r e a  o f  c y t o p l a s m  w h i c h  s e p a r a t e s  t h e  f i e l d s  o f  f i b r i l 3  ̂

O t h e r  p o s s i b l e  r e a s o n  o f  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  b e t w e e n  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a r 
i e s  t h a t  p r o c e s s e d  w i t h  o r  w i t h o u t  " P . I "  i s  t h a t  m y o f i b r i l  i t s e l f  i s  c o m p o s e d  o f  n u m e r o u s
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" H -p a r a l l e l  f i l a m e n t s ,  s o m e  o f  w h i c h  a r e  e x t e n d e d  f r o m  t h e  " Z - l i n e s "  t o  t h e  e d g e  o f  t h e  *• ^
z o n e " ,  w h i l e  o t h e r s  t r a v e r s e  t h e  e n t i r e  w i d t h ' o f  t h e  " A - b a n d " .  T h e s e  l a t t e r  f i l a m e n t s ( w h i  
t r â v e r s e  t h e  " A - b a n d " )  s e e m  t o  b e  r e l a t i v e l y  t h i c k ;  t h o s e  w h i c h  s t o p  a t  t h e  e d g e  o f  t h e  
z o n e "  a r e  r e l a t i v e l y  t h i n .  T h e  t h i c k  a n d  t h i n  f i l a m e n t s  a r e  n o w  k n o w n  t o  c o n s i s t  o f  m o l e c 3  
l e s  o f  t h e  c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s  i . e . ,  m y o s i n  a n d  a c t i n  ( H u x l e y ,  1 9 6 0 ) .  E l e c t r o n  m i c r o g r 3 '  
p h s  h a v e  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  f i n e  s t r u c t u r e  o f  t h e  " M - z o n e "  i n  t h e  c e n t r e  o f  t h e  my° 
f i l a m e n t s .  T h e r e  a r e  t h r e e  t o  f i v e  p a r a l l e l  s t r i a t i o n s  r u n n i n g  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  l o n g  
a x i s .  T h e s e  " M - b r i d g e s "  a p p e a r  t o  l i n k  t h e  m y o s i n  f i l a m e n t s  t o  t h e i r  s i x  n e a r e s t  n e i g h b o u ^
T h e  " M - b r i d g e s "  t h e m s e l v e s  a r e  l i n k e d  b y  t h i n  f i l a m e n t s  r u n n i n g  b e t w e e n  t h o s e  o f  t h e  m y ° s l  
a n d  p a r a l l e l  t o  t h e  l a t t e r ;  k n a p p e i s  a n d  C a r l s e n ;  ( 1 9 6 8 ) .  I t  w o u l d  t h u s  a p p e a r  t h a t  t h e  
b r i d g e - f i l a m e n t  l a t t i c e  o f  " M - s u b s t a n c e "  k e e p s  t h e  m y o s i n  f i l a m e n t s  c e n t r a l l y  a l i g n e d  i n  
t h e  s a r c o m e r .  .

T h e  m y o s i n  m o l e c u l e  i s  d i f f e r e d  i n  l e n g t h  f r o m  o n e  s o u r c e  t o  a n o t h e r  a n d  e a c h  mo-*- 
e c u l e  c o n s i s t s  o f  t w o  a p p a r e n t l y  i d e n t i c a l  u n i t s .  E a c h  u n i t  h a s  a  l o n g  " t a i l "  ( l i g h t  m e t '  
o m y o s i n ) ,  a  " c o l l a r "  ( h e a v y  m e r o m y o s i n  S - 2 )  a n d  a  " h e a d "  r e g i o n  ( h e a v y  m e r o m y o s i n ,  S - l ) *  
I t  s e e m s  p o s s i b l e  t h a t  t h e r e  m a y  b e  a d d i t i o n a l  p r o t e i n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l a t t e r  f o r m  
( G e r g e l y ,  1 9 7 0 ) .  T h e  p o i n t s  o f  a t t a c h m e n t  o f  t h e  l i g h t  m e r o m y o s i n  s h a f t  a n d  t h a t  o f  t h e  

h e a d  o f  t h e  m y o s i n  m o l e c u l e  ( S ^ )  t o  t h e  i n t e r m e d i a t e  r e g i o n  ( S 2 ) a r e  s u s c e p t i b l e  i n  o u r  __ 
o p i n i o n  t o  b e  a t t a c k e d  b y  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s .  S u c h  c o n f i g u r a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  j u ^  
c t i o n  p o i n t s  c o u l d  a c t  a s  h i n g e s ,  p e r m i t t i n g  S 1  a n d  S 2 t o  s w i n g  o u t  f r o m  t h e  s h a f t  t o w a r  
t h e  a c t i n  f i l a m e n t s  ( L o w e y ,  1 9 6 8 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  m y o s i n  m o l e c u l e s  ( o n e  o f  t h e  m y o f 1 *3^  
r i l l a r  p r o t e i n )  a r e  n o t  f o u n d  i n  " Z "  o r  " I "  b a n d s  b u t  p r e s e n t  i n  " A - b a n d " ;  w h i l e  a c t i n  a n  
t r o p o m y s i n  a r e  l o c a l i z e d  i n  b o t h  " I  a n d  A "  b a n d s .  S o ,  i t  i s  o f  i m p o r t a n c e  t o  e m p h a s i z e  ° n  
t h e  r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  p r e s e n c e  o f  " P . I "  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  p r o t e a s e  e n z y m e s  d u r i n g  
s t o r a g e  o f  t h e  t e s t e d  s a m p l e s ;  a  t r e n d  m a y  w h i c h  l e a d  t o  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  t h e  n a t i v e  
c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  m u s c l e  f i b e r s .  . e

D u r i n g  s t o r a g e  o f  t h e  i n v e s t i g a t e d  s a m p l e s  ( b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s ) , 
p r o t e a s e  e n z y m e s  ( p e p s i n ,  c h y m o s i n ,  t r y p s i n  a n d  c h y m o t r y p s i n )  a c t  o n  t h e  m u s c l e  f i b r e  a n  
b r e a k i n g  d o w n  o r  s o m e t i m e  d i s s o l v i n g  t h e  s a r c o l e m m a  a n d  t h e  m u c l e i .  S u c h  t r e n d  w a s  a c c ° ^  
p a n i e d  b y  t h e  d i s i n t e g r a t i o n  o f  e n d o m y o s i a l  c o l l a g e n ,  c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o l l a g e n  a n d  e l a '  
s t i n  w i t h  t h e  c o m p l e t e  d i s a p p e a r a n c e  o f  c r o s e e - s t r i a t i o n  a s  s e e n  i n  F i g s . ( l  a n d  2 ) .  Som®  
o f  t h e  p r o t e a s e  e n z y m e s  a t t a c k  m u s c l e  f i b r e  p r o t e i n ,  n u c l e i  o f  m u s c l e  f i b r e s  a n d  c e l l s  
l o c a t e d  i n  t h e  e n d o m y s i a  b u t  a r e  i n a c t i v e  t o w a r d s  c o l l a g e n o u s  a n d  e l a s t i c  f i b e r s .  T h e s e  
c h a n g e s  a r e  u s u a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s w e l l i n g  o f  t h e  f i b r e s ,  a n d  l a t e l y  t h e  d i s t r u c t i ° ^ g 
o f  t h e  c o n n e c t i v e  f i b r e s  w i t h  t h e i r  c o n v e r s i o n  t o  a  h o m o g e n o u s  s u b s t a n c e s .  B y  e x t e n d i n g  
s t o r a g e  p e r i o d s  u p  t o  t w o  w e e k s ,  t h e  p r o t e a s e  e n z y m e  l e a d  t o  o n e  o f  t h e  f o l l o w i n g  t r e n d s -  

-  P r e s e n c e  o f  a  w e e k  c r o s s - s t r i a t i o n  a s  w e l l  a s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t r a n s v e r s e  b r e a k  
D i s a p p e a r a n c e  o f  k i n k s  o r  w a v e s  t h a t  c h a r a c t e r i s e  m u s c l e  f i b e r s .
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D e c r e m e n t  o f  c o l l a g e n  t i s s u e ,  b u t  e l a s t i n  i s  n o t  a f f e c t e d .
T h e  h i s t o l o g i c a l  c h a n g e s  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  a r e  m o r e  p r o n o u n c e d  i n

\ r  C o n t r o l  s a m p l e s  ( f r e e  o f  * P . I * )  a f t e r  a b o u t  t w o  w e e k s  o f  s t o r a g e  a t  4 ° C .  T h e s e  c h a n g e s  
of  a c c o m p a n i e d  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  a  n e t w o r k ( e m p t y  s p a c e s ) c o n t a i n i n g  w i d e  m e s h e s

" r e
9 a b s  a r e a s  a  p a t t e r n  w h i c h  i s  o u t  o f  d e t e c t i o n  i n  t h e  s a m p l e s  d o n t a i n i n g  3 %  " P . l " .

I nclusion
t h e  E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  i n s p e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  s h e d  m o r e  i n t e n s i v e  l i g h t  u p o n  
be e f a c t i v i t y  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  f o r  p r e v e n t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  p r o t e a s e  e n z y m e  i n  b o t h  
6 i  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  s a m p l e s .  E x p e r i m e n t a l  w o r k  b y  t r a n s m i s s i o n  a n d  s c a n n i n g  
o f  £ r o n  m i c r o s c o p e  p r o v e d  t h a t  " P . l "  h a s  t h e  c a p a b i l i t y  t o  p e n e t r a t e  a l o n g  t h e  s t r u c t u r e  
s t r ,  S my ° f i b r i l s  a n d  l e a d  t o  a  s t y l e  w a v e  s t r u c t u r e  w i t h i n  t h e  c h a r a c t e r i z e d  b a n d s .  T h e s e

i en m a x i m a l  a c t i v i t y  o f  p r o t e a s e  e n z y m e s .  S o ,  t h e  p r e s e n c e  o f  " P . l "  s t r e n t h e n  t h e  e f f i c -  
s t a Y  o f  t h e  m u s c l e  f i b e r s  a n d  b e i n g  o u t  o f  a t t a c k ,  i . e .  b y  t h e  p r o t e a s e  e n z y m e s .  S u c h  
th e  e m e n t  i s  m a i n l y  d u e  t o  t h e  c a p a b i l i t y  o f  " P . l "  f o r  d i f f u s i o n  a n d  d i s t r i b u t i o n  a l o n g  
The ? a la s  a v a i l a b l e  b e t w e e n  t h e  s t r u c t u r a l  b a n d s :  e s p e c i a l l y  i n  p a r a l l e l  w i t h  s a r c o m e r e s .  
W  l s t o l o g i c a l  c h a n g e s  o f  b e e f  s a u s a g e  a n d  c h i c k e n  p a t t i e s  a r e  m o r e  p r o n o u n c e d  a f t e r  t w o  
V hi  f  o f  s t o r a g e  a t  4 ° C  o f  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s  ( f r e e  o f  " P . l " )  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  o t h e r s  
nCe n  C O n t a i n i n g  p r o t e a s e  i n h i b i t o r .  T h e s e  c h a n g e s  a r e  m a i n l y  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  p r e s e 
t s  , a  n e t  w o r k  ( e m p t y  s p a c e s )  c o n t a i n i n g  w i d e  m e s h e s  o f  g a b s  a r e a s  w h i c h  w a s  o u t  o f  

c t i o n  i n  t h e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  3 %  " P . l " .
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