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Enzymy wystepujace w migsie
i ich wrazliwoS¢ na wysokie ciSnienie™®
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Food enzymes and their sensitivity to high pressure

Summary

Changes in the structure enzyme proteins occurring under high pressure can in some cases limit the useful-
ness of the high pressure technique in the preservation or mild processing of food. However, other changes can
be advantageous in forming functional properties of food products. High pressure can affect the activity of
proteolytic enzymes of meat by changing their conformation or releasing organelles from the cell and through
the increase in concentration of activators or inhibitors in a reaction medium. Changes in enzyme activity,
mainly of cathepsins and calpains, caused by high pressure affect the texture of meat. The final effect depends
on many factors, primarily on the parameters of pressurization and the post mortem state of meat. The
enzymes of coldwater fish are more sensitive to high pressure than their counterparts present in mammal
meat or fish living in warm waters. The high pressure causing partial inactivation of oxydoreductases and
lipolytic enzymes prevents the deterioration of the sensory quality of the product.
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O mozliwo$ci wykorzystania wysokiego ci$nienia
w przemys$le zywno$ciowym decyduja dwa czynniki.
Pierwszy z nich to zapewnienie skutecznej inaktywa-
cji drobnoustrojow patogennych dla cztowieka oraz
drobnoustrojow powodujacych psucie zywnosci. Z ko-
lei drugim czynnikiem warunkujacym zastosowanie
wysokiego cis$nienia jest zachowanie pozadanych cech
sensorycznych zywnos$ci. Wiadomo, ze na ogo6t zwiazki
o malej masie czasteczkowej, wsrdd nich substancje
zapachowe, barwniki lub biologicznie aktywne cza-
steczki, w tym witaminy, pozostaja nienaruszone. Z ko-
lei zmiany w strukturze innych sktadnikéw, jak na przy-
ktad w biatkach, w tym enzymatycznych zachodzace
pod wptywem dziatania Wysoklego ci$nienia, w nie-
ktoérych przypadkach moga ogranicza¢ przydatnosc tej
metody do utrwalania lub tagodnego przetwarzania
zywnosci, natomiast w innych efekt ten moze by¢ ko-
rzystny w ksztaltowaniu jej wlasciwosci funkcjonal-
nych.

W warunkach wysokoci$nieniowych zmienia sig
aktywno$¢ endogennych enzymoéw. W zaleznosci od
ci$nienia 1 temperatury niektére enzymy moga zostac
aktywowane, inne z kolei inaktywowane, co moze
wpltywac w sposob korzystny lub niekorzystny na tek-
sturg, smakowito$¢ 1 barwg produktow zywnos$cio-

* Praca finansowana ze srodkéw budzetowych na nauke¢ w latach 2007-2010
jako projekt badawczy Nr 1940/B/P01/2007/33.

wych. Efekty te sa zalezne od wlasciwosci enzymu,
jego pochodzenia, a takze warunkéw Srodowiska.
Dobor parametrow procesu ci§nieniowania powinien
zatem uwzglednia¢ réwniez wptyw wysokiego cisnie-
nia na te sktadniki produktow zywnosciowych. W po-
nizszym krytycznym przeglqdzw pismiennictwa przed-
stawiono wrazliwos¢ enzymow wystepujacych w mig-
sie na dziatanie wysokiego ci$nienia.

Wplyw wysokiego ciSnienia
na endogenne enzymy proteolityczne migsa

Migso jest Zrodlem licznych enzymow proteolitycz-
nych. Pelnia one wazna rolg w procesie dojrzewania
migsa zwierzat statocieplnych. Wskutek ograniczonej
1 selektywnej enzymatycznej proteolizy w czasie doj-
rzewania zachodza zmiany w strukturze migsa, w bial-
kach tkanki tacznej 1 w niektérych biatkach miofibry-
larnych. Fragmentacja miofibryli migsa zwierzat stato-
cieplnych jest dodatnio skorelowana z jego kruchoscia
po obrobcee cieplnej. W przypadku migsa ryb degrada-
cja biatek miofibrylarnych prowadzi do obnizenia jego
jakosci (47).

Istnieje kilka teorii dotyczacych mechanizmu kru-
szenia migsa. Wedtug jednych autoréw (11, 21), gtow-
na rol¢ w kruszeniu migsa odgrywaja kalpamy enzy-
my, ktérych aktywno$¢ zalezy od stezenia jonow wap-
nia w cytozolu. Z kolei Takahashi (48) w swej ,,wap-
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niowej teorii tenderyzacji” udowadnia, ze juz sama
obecnos¢ 0,1 mM jondéw wapnia jest wystarczajaca,
aby zachodzily zmiany w strukturze migsa, prowadza-
ce do Zmnlej szenia jego twardoSci, takie Jak ostabie-
nie linii Z i wiazan pomigdzy aktyna i miozyna oraz
fragmentacja wtokien titinowych i nebulinowych. Jed-
nakze najbardmej rozpowszechmonq teoria jest ta,
w ktoreJ uwaza sig, ze za ograniczong hydrolize b1a—
tek migsa post mortem odpowiedzialne sa dwa syste-
my proteolityczne: kalpainy oraz katepsyny (15, 35).

Traktowanie mlqsa w stanie rigor mortis podwyz-
szonym ci$nieniem powoduje szereg zmian, ktore pro-
wadzq do przyspieszenia procesu tenderyzacji. Wyso-
kie cisnienie powoduje uszkodzenia retikulum sarko-
plazmatycznego (SR) i mitochondriéw, w wyniku cze-
go nastepuje wyciek jonéw wapnia. Wzrost stezenia
tych jonéw w przestrzeni miqdzykom(')rkowej, zgod-
nie z teoria Takahashi (48), moze by¢ przyczyna szyb-
szych przemian podczas dojrzewania migsa. Jedno-
czes$nie wzrost ilosci Ca** i uszkodzenie lizosomow
w warunkach ci$nieniowych prowadzi do zwigksze-
nia aktywnosci, odpowiednio, kalpain i katepsyn, i w
konsekwencji réwniez wptywa na proces tenderyzacji
migsa.

Kalpainy

Kalpainy to wewnatrzkomorkowe, obojgtne protei-
nazy, aktywowane jonami wapnia, nalezace do grupy
cysteinowych endopeptydaz. W zaleznosci od opty-
malnego stezenia jondw wapnia wyrdznia si¢ p-kal-
painy (kalpainy 1), m-kalpainy (kalpainy 2) oraz
wm-kalpainy. Dwie pierwsze znajduja si¢ w komor-
kach migsniowych wszystkich krggowcow, natomiast
pw/m-kalpainy Wystqpujq jedynie w migsniach drobiu
(41). Stezenie jondw wapnia, przy ktérym zachodzi
aktywaCJa m- kalpaln wynosi 1-2 mM, natomiast p-kal-
painy wymagaja do tego celu Jedynle 10-40 uM Ca*.
Do kalpain zalicza si¢ takze inne homologii kalpain 1
12, np. proteaze nCI-1 (nazywana kalpaina 3 lub p94)
oraz proteazg nCI-2 (tzw. kalpaing 4). Kalpainy hyd-
rolizuja tropiomiozyng, troponing T, troponing I, biat-
ko C, konektyng i desming, filaming, titine;, desming, wi-
kuling i gelsoling oraz cigzkie taficuchy miozyny (14, 46).

Aktywnos$¢ kalpain w migsie regulowana jest przez
kalpastatyng — ich specyficzny inhibitor, obecny we
wszystkich kompartmentach komorek (40). Wyrdznia
si¢ dwie izoformy kalpastatyny: 1 i 2, ktore hamuja
aktywno$¢, odpowiednio, p-kalpain i m-kalpain. Praw-
dopodobnie kalpastatyna 1 jest forma zdefosforylowa-
na, natomiast kalpastatyna 2 ufosforylowana. Aktywa-
cja kalpain nastepuje w wyniku ich autolizy. Kalpa-
statyna zapobiega temu procesowi, hamujac w ten spo-
sob katalityczng aktywnos$¢ autolizowanych kalpain
oraz wspotzawodniczy z tym biatkiem podczas jego
taczenia z blong komorkowa w obecnosci fizjologicz-
nego st¢zenia jondéw wapnia. Kalpainy znajduja si¢
w migsniu w cytoplazmie i1 btonach komérkowych.
m-Kalpainy w wigkszosci zlokalizowane sa w cyto-
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zolu, podczas gdy p-kalpainy zwiazane sa w 70%
z m1oﬁbrylam1 (40). W ten sposob p-kalpainy maja
lepszy dostep do substratu i sa bardziej odporne na
hamujace dziatanie kalpastatyny (5). Chéretiwsp. (10)
wykazali, ze aktywno$¢ kalpain jest poréwnywalna
w migsie okonia i bydlgcym, natomiast aktywno$¢
kalpastatyny jest ok. 4 razy wigksza w migsie ryby niz
w migsie bydlgcym. Wg autorow jest to gtowna przy-
czyna wigkszego zaangazowania kalpain w proteolizg
biatek migsa bydlecego post mortem niz biatek ryb.

Wplyw wysoklego ci$nienia na aktywnosc kalpain
zalezy od jego wielkosci, a takze od zmian, jakie za-
chodza w tych warunkach w aktywno$ci kalpastatyny
i w bialkach tkanki mig$niowej. W umiarkowanych
cisnieniach (100-150 MPa) ogo6lna aktywnos¢ kalpain
w migsie okonia 1 krolika praktycznie nie zmienia si¢
(9, 14). Stwierdzono natomiast, ze w tych warunkach
nastgpuje modyfikacja struktury biatek miofibrylar-
nych, przez co zwigksza si¢ ich podatnos¢ na enzyma-
tyczna hydrolizg. Podczas przechowywania przez 2 dni
ci$nieniowanego migsa okonia w warunkach chtodni-
czych aktywno$¢ tych enzymow zwigksza sig, a na-
stepnie podczas dalszego przechowywania obniza sig.
Wedtug Chéret i wsp. (8), ten poczatkowy wzrost ak-
tywnosci kalpain moze by¢ spowodowany uwolnie-
niem jonéw wapnia z SR i mitochondridow po cisnie-
niowaniu. Spadek aktywnos$ci podczas dalszego prze-
chowywania nastgpuje prawdopodobnie w wyniku ich
autohzy spowodowanej ciaglym wzrostem st¢zenia
JOHOW Wapma w cytozolu Traktowanie migsa okonia
wyzszym cisnieniem — 300 MPa — powoduje drastycz-
ne zmniejszenie aktywnosc1 kalpaln bezposredmo po
zakonczonym procesw ci$nieniowania, o ok. 70% (8).
Podobny efekt wywiera cisnienie na kalpainy znajdu-
jace si¢ w migsie krolika (14) i tososia (23).

Wyizolowane z mig$ni krélika i czgSciowo oczysz-
czone - kalpainy sa bardziej wrazliwe na dzialanie
ciSnienia w porownamu z enzymami traktowanymi
ci$nieniem w migsie. Aktywnosc u- kalpaln w ekstrak-
cie spada gwattownie juz po ci$nieniowaniu w 100
MPa, a catkowita inaktywacja zachodzi po traktowa-
niu ci$nieniem 200 MPa. Z kolei aktywno$¢ izolowa-
nych i czg$ciowo oczyszczonych m-kalpain pozostaje
niezmieniona po dziataniu ci$nienia 200 MPa, nato-
miast ci$nienie 300 MPa powoduje obniZenie ich ak-
tywnosci 0 90% (14).

Cisnienie wplywa rowniez na aktywnos$¢ kalpasta-
tyny. Wedlug Homma i wsp. (14), kalpastatyna w migs-
niach krolika wykazuje wigksza wrazliwo$¢ na inak-
tywaCJQ niz kalpainy, gdyz w wyniku dziatania ci$nie-
nia 100 MPa zachowuje jedynie 40% swojej pierwot-
nej aktywnosci, a jej calkowita inaktywacja zachodzi
juZ przy ci$nieniu 200 MPa. Prawdopodobnie aktyw-
nos$¢ kalpastatyny nie zmniejsza SIQ tylko wskutek jej
degradacy wywolanej wysokim cis$nieniem, ale row-
niez poprzez jej rozktad przez kalpainy, ktére w umiar-
kowanych ci$nieniach sg aktywowane poprzez wzrost
stezenia Ca** w cytozolu (14).
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Katepsyny

Katepsyny to hydrolazy wystepujace w lizosomach,
do ktorych nalezy 13 r6znych egzo- 1 endopeptydaz.
Ze wzgledu na budowe miejsca aktywnego katepsyny
mozna podzieli¢ na proteazy: asparaginowe, cysteinowe,
serynowe i metaloproteazy. Po $§mierci katepsyny mo-
ga by¢ uwolnione do cytozolu i przestrzeni zewnatrz-
komorkowych na skutek uszkodzenia lizosomow, ktore
nastepuje w wyniku naglego spadku pH. Wigkszos¢
katepsyn znajdujacych si¢ w mig$niach hydrolizuje
biatka frakcji miofibrylarnej, dlatego, wedtug nie-
ktorych autoréw, enzymy te biora udziat w procesie
dojrzewania migsa (22, 52). Chociaz dla wigkszosci
mig$niowych katepsyn optymalne pH wystepuje w za-
kresie 3+4, to moga one jeszcze wykazywaé stosun-
kowo duzaL aktywno$¢ w mniej kwasnym srodowisku
— pH 5+7. Efektywnos$¢ dziatania poszczegdlnych
katepsyn moze by¢ poteggowana w obecnosci innych
enzymow lizosomalnych, co wynika z tego, ze jedne
katepsyny przygotowuja w tkance migsniowej substra-
ty dla innych. Gléwne katepsyny tkanki migsniowej
to: katepsyna B, L, H, i D.

Katepsyna D — aspartylowa endoproteaza hydroli-
zuje wiazania peptydowe migdzy hydrofobowymi resz-
tami aminokwasow w biatkach do polipeptydow i di-
peptydow. Katepsyna D wyizolowana z tkanki migs$-
niowej réznych zwierzat r6zni si¢ m.in. masa czastecz-
kowa, optymalnym pH oraz wrazliwo$cia na niektore
inhibitory. Zawarto$¢ tego enzymu w migs$niach ryb
jest ok. 10 razy wigksza niz w mig$niach zwierzat sta-
tocieplnych (13). Wg Gildberga i wsp. (13), wigksze
stezenie enzymu w migsie ryb prawdopodobnie wy-
roéwnuje jego mniejsza aktywnos¢ wynikajaca z niz-
szej temperatury ich bytowania. Katepsyna D wyka-
zuje maksymalna aktywno$¢ wobec hemoglobiny
w §rodowisku kwasnym (optymalne pH waha si¢
w granicach 2,5-4,3) i zalezy od temperatury (54). Stad
czgsto uwaza sig, Ze nie ma ona znaczenia w posmiert-
nych zmianach struktury migsa i bialek. Jednakze
stwierdzono, ze katepsyna D z migsa bydlgcego wy-
kazuje jeszcze ok. 40+75% maksymalnej aktywnosci
nawet przy pH 7 w stosunku do biatek sarkoplazma-
tycznych (12). Katepsyna D z tkanki migsniowej ryb
przejawia maksymalna aktywno$¢ w zakresie tempe-
ratury 40-50°C i w odrdéznieniu od homologicznego
enzymu z migsa zwierzat statocieplnych jest jeszcze
aktywna w ok. 20% w 0°C (20).

Wedhlug Aoki i Ueno (1), do najaktywniejszych en-
zymow wsrod katepsyn nalezy katepsyna L — endo-
peptydaza tiolowa (EC 3.4.22.15). Enzym ten powo-
duje degradacj¢ najwigkszej liczby réznych biatek
miofibrylarnych. Hydrolizuje cigzkie 1 lekkie tancu-
chy miozyny, aktyng, troponing T, troponing I, a-akty-
ning, titing, nebuling (29). Katepsyna L jest aktywna
w szerokim zakresie pH od 3,0 do 6,5. (46). Jej ak-
tywno$¢ w migsie ryb jest ok. 4 razy wigksza niz w mig-
sie bydlgcym (10).
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Katepsyna B (EC 3.4.22.1) nalezy do grupy proteaz
cysteinowych, ktore wykazuja optimum aktywnosci
w pH ok. 6 w temperaturze 55°C (45). Wraz z katep-
synami typu L i H bierze udziat w procesach degrada-
cji bialek podczas katabolizmu komorki (2). W mig-
sie powoduje ona degradacjg cigzkich fancuchow mio-
zyny 1 jest zdolna do hydrolizy aktyny, nienaruszonych
miofibryli i kolagenu. Katepsyny L i B pogarszajq ja-
ko$¢ surimi z ryb. Enzymy te powoduja, ze Zele staja
si¢ mniej twarde. Wigksza rolg w tym procesie petni
katepsyna L, poniewaz znacznie bardziej degraduje
biatka tworzace strukture zelu niz katepsyna B (1, 26).

Katepsyny wykazuja zroznlcowanq wrazliwos¢ na
dzialanie wysokiego ci$nienia. Enzymy pochodzace
z migsa ryb bytujacych w zimnych wodach sa bardziej
wrazliwe na wysokie ci$nienie niz ich odpowiedniki
znajdujace si¢ migsie zwierzat lub z ryb bytujacych
w cieplych wodach (4). Ci$nienia w zakresie 100-300
MPa zazwyczaj zwigkszaja aktywnos$¢ katepsyn mig-
sa zwierzat stalocieplnych. Jest to wynikiem uwolnie-
nia tych enzyméw z lizosoméw wskutek uszkodzen
btony lizosomalnej wywotanych dzialaniem cis$nienia
(33). Wedtug wigkszosci autoréw, katepsyna D pocho-
dzaca z roznych zrodet wykazuje najwigksza aktyw-
no$¢ wobec hemoglobiny bezposrednio po dziataniu
cisnienia 300 MPa (8, 9, 24). Jung i wsp. (16) wyka-
zali, ze aktywno$¢ tego enzymu w migsie bydlecym
nawet po dzialaniu ci$nienia 520 MPa jest o ok. 3 razy
wigksza niz w migsie nie traktowanym ci$nieniem.
Podczas przechowywania ci$nieniowanego migsa
w warunkach chtodniczych przez 20 dni aktywnos’é ka-
tepsyny D zmmejsza sig, jednakze jest i tak wyzsza
niz w migsie niecisnieniowanym (17). De Lamballe-
rie-Anton i wsp. (24) wykazali, ze dziatanie ci$nienia
od 100 do 500 MPa powoduje, ze biatka miofibrylar-
ne staja si¢ bardziej podatne na dziatanie katepsyny D
wyizolowanej z migsa bydlecego. Najwigksza enzy-
matyczna hydroliza tych biatek nastgpuje po uprzed-
nim traktowaniu ich ci$nieniem 300 MPa. W przypad-
ku, gdy ci$nieniem traktowane sa jednocze$nie katep-
syna D 1 biatka miofibrylarne, najwigksze przemiany
nastgpuja po ci$nieniowaniu 170 MPa. Przy ci$nie-
niach wyzszych, 300 MPa, hydroliza biatek miofibry-
larnych zachodzi juz w duzo mniejszym stopniu, a przy
500 MPa zostaje calkowicie zatrzymana.

Rowniez katepsyny B i L mlqsa okonia sg odporne
na dziatanie zwigkszonego ci$nienia do 500 MPa i po-
dobnie jak w przypadku katepsyny D ich aktywnos¢
zmniejsza si¢ tylko nieznacznie podczas przechowy-
wania w warunkach chtodniczych (8, 9, 43). W przy-
padku katepsyny C Ashie 1 Simpson (4) stwierdzili,
ze enzym ten w migsie bydlecym zachowuje catkowi-
cie swoja aktywno$¢ po dzialaniu ci$nienia 300 MPa,
natomiast w migsie tasergala w tych warunkach traci
ok. 90% swojej aktywnosci. Jednakze podczas prze-
chowywania w temp. 4°C aktywno$¢ tego enzymu
ponownie zwigkszata si¢ i po 21 dniach wynosita ok.
60% aktywnos$ci poczatkowe;.
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Wplyw wysokiego ciSnienia na inne enzymy migsa

ATPazy i enzymy zwigzane z rozkladem glikoge-
nu. ATPazy Ca*" to enzymy transportujace jony wap-
nia z sarkoplazmy do SR w komorkach migsniowych.
Stanowia one 80% biatek blonowych SR, ktore wiaze
jony Ca?" w czasie spoczynku mig$ni i uwalnia je do
sarkoplazmy w chwili dotarcia impulsu nerwowego,
wywolujac skurcz migénia. Ci$nienia rzedu 100-150
MPa (5 minut, 35°C) powoduja uszkodzenie btony SR,
inaktywacj¢ ATPaz, jak réwniez kalsekwestryny, biatka
regulacyjnego, zdolnego do odwracalnego wiazania
duzych ilosci jondw wapnia, w réznych migsniach
wielu gatunkéw zwierzat statocieplnych, zaréwno
w stanie pre-, jak 1 post-rigor. W przypadku migs$ni
biatych szybko kurczliwych zmiany te sa duzo wigk-
sze niz w przypadku migéni czerwonych wolno kurcz-
liwych Moze to wynika¢ z faktu, ze w normalnych wa-
runkach zaré6wno ilo§¢ SR, jak i aktywno$¢ ATPazy
Ca?* w migéniach czerwonych jest duzo nizsza niz
w migs$niach biatych (7).

Miozyna jest biatkiem sktadajacym sig z szeSciu
taficuchow polipeptydowych — dwoch glownych tan-
cuchdéw, zwanych cigzkimi oraz czterech lekkich. Dwa
gléwne tancuchy sa zwinigte w czgsci C-koncowej,
tworzac strukture¢ zwana gtéwka. Gtowka miozyny jest
zdolna do hydrolizy ATP w obecnos$ci jondw wapnia.
Aktywno$¢ ATPazowa miozyny zmniejsza si¢ po trak-
towaniu wysokim ci$nieniem wskutek zmian zacho-
dzacych w konformacji tego biatka. Ko i wsp. (19)
wykazali, ze ci$nienie 100 MPa obniza aktywnos$¢
ATPazowa miozyny pochodzacej z migsa tilapii 0 33%.
Po dziataniu wyzszych cis$nien 150 i 200 MPa, ATPa-
za wykazywala, odpowiednio, 26% 1 12% swojej pier-
wotnej aktywnosci.

Traktowanie wysokim ci$nieniem mig$ni w stanie
pre-rigor zwykle prowadzi do szybkiego spadku pH
1 intensywnego skurczu migsnia. Wielko$¢ tych zmian
zalezy od czasu dzialania ci$nienia, temperatury oraz
rodzaju migsnia. W migsniach owczych i1 bydlgcych
bezposrednio po dzialaniu cisnienia 100-150 MPa
przez 5 minut w temperaturze 35°C zaobserwowano
zmniejszenie pH o 0,6-0,8 jednostki. Jednakze po 2 h
od zakonczenia procesu pH migsa wracato do war-
tosci poczatkowej. Gdy ci$nieniowanie trwato dtuzej
(3-24 h), miato miejsce trwale obnizenie pH. Takie
zmiany pH nie nastgpowaty lub byty tylko nieznacz-
ne, gdy migso traktowano ci$nieniem w temperaturze
0°C, nawet podczas procesu trwajacego przez 24 h
(27).

Spadek pH wywotany dziataniem wysokiego cisnie-
nia w 35°C skorelowany jest z aktywno$cia enzymow
zwiazanych z rozkladem glikogenu: fosforylaza gli-
kogenu, kinaza fosforylazowa oraz fosfataza. Aktyw-
no$¢ kinazy fosforylazowej, podobnie jak jej substra-
tu — fosforylazy, jest regulowana w drodze fosforyla-
cji. Enzym ten jest réwniez aktywowany przez jony
wapnia, dlatego tez w wyniku dziatania ci$nienia 100
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MPa przy 35°C nastgpuje jej natychmiastowa aktywa-
cja na skutek uwolnienia Ca?* z SR. W konsekwencji
nieaktywna fosforylaza b z %atwoéciq zostaje prze-
ksztatcona w aktywna forme; a. Co wigeej, pod wply-
wem dziatania wysokiego ci$nienia znaczaco zmniej-
sza si¢ aktywno$¢ fosfatazy, ktora odpowiedzialna jest
za defosforylacje formy a. Fosforylaza pozostaje za-
tem w formie aktywnej i prowadzi rozktad glikogenu
do glukozo-1-fosforanu (7). W dalszym etapie proce-
su glikolizy glukozo-1-fosforan przechodzi w pirogro-
nian, a nast¢pnie w mleczan, ktory gromadzac si¢
w mlqsnlach powoduje ich zakwaszenie.

Dziatanie ci$nienia 150 MPa w temperaturze 0°C
na mig$nie nie powoduje znaczacego spadku pH, gdyz
w tych warunkach nie nastgpuje skurcz migsnia, a co
za tym idzie — jony wapnia nie zostaja uwolnione z SR
do sarkoplazmy i kinaza fosforylazowa nie zostaje
aktywowana. Zatem fosforylaza b nie przeksztatca sig
w aktywna form¢ a 1 pH migs$ni pozostaje bez zmian.
Dodatkowo enzymy zwiazane z rozktadem glikogenu
s bardziej wrazliwe na dziatanie ci$nienia w tempe-
raturze 0°C niz 35°C (7).

Transglutaminaza. Transglutaminaza (TG) — glu-
tamino y-glutamylotransferaza — jest endogennym en-
zymem wystepujacym w migsniach ryb i krwi zwierzat
statocieplnych oraz w tkankach roslinnych. TG pro-
dukowana jest takze przez mikroorganizmy Strepto-
verticillum, a takze Physarum i Streptomyces sp. (18).
Handlowe preparaty tego enzymu pozyskuje si¢ wtas-
nie z tych szczepdw. Katalizuje on reakcjg przeniesie-
nia grupy acylowej pochodzacej z grupy y-karboksy-
amidowej reszty glutaminy na czasteczke zawierajaca
pierwszorzedowe grupy aminowe (biatka, polipepty-
dy, wolne aminokwasy) (42).

TG pochodzenia zwierzgcego, w przeciwienstwie do
enzymu wytwarzanego przez mikroorganizmy, nalezy
do grupy enzyméw Ca?*-zaleznych (32). TG zwierze-
ce wykazuja maksymalna aktywno$¢ w temperaturze
50-56°C przy pH 6,0-9,5. W przypadku TG pocho-
dzacej z ryb réznych gatunkow (np. karpia, leszcza,
kulbinca kalifornijskiego, tilapii) optymalna tempera-
tura dziatania zawiera si¢ w zakresie 30-55°C (51, 53).

Wrazliwos¢ TG na dziatanie wysokiego ci$nienia
zalezy od jej pochodzenia. TG pochodzaca z migsa
ostroboka (7Trachurus trachurus) traci 35% aktyw-
nosci po 15-minutowym dziataniu ci$nienia 300 MPa
w temperaturze 25°C (30). Natomiast TG mintaja (7he-
ragra chalcogramma) jest catkowicie odporna na dzia-
tanie wysokiego ci$nienia w zakresie 100-300 MPa
(3). TG pochodzenia mikrobiologicznego charaktery-
zuje si¢ jeszcze wigksza odpornoscia na dziatanie
wysokich ci$nien. Zastosowanie ci$nienia 600 MPa
przez co najmniej 100 minut w temperaturze pokojo-
wej zmniejsza aktywnos¢ tego enzymu tylko o 50%.
Taki sam efekt w warunkach ci$nienia atmosferycz-
nego uzyskuje si¢ juz po 40 minutach ogrzewania
w temperaturze 60°C (25). Dodatek transglutaminazy
do migsa traktowanego ci$nieniem indukuje powsta-
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wanie zeli, ktore maja bardziej jednolita strukture i sa
bardziej zwarte niz te otrzymane w procesie cisnie-
niowania bez udzialu enzymu lub w podwyzszonej
temperaturze (50).

Enzymy lipolityczne migsa

Znaczny wplyw na wlasciwosci sensoryczne migsa
ryb 1 zwierzat statocieplnych maja enzymy, ktore
uczestnicza w przemianach lipidow. W wyniku lipo-
lizy, katalizowanej przez lipazy i fosfolipazy, z ttusz-
czow 1 olejow zwierzeeych powstaja wolne kwasy
thuszczowe, prowadzace do pogorszenia Jakosm mig-
sa. Hydrolityczne przemiany 11p1dow w migsie zacho-
dza nawet w temperaturze ponizej 0°C. Ogrzewanle
powoduje czeSciowa inaktywacjg tych enzymoéw, dla-
tego tez ich aktywno$¢ jest mniejsza w migsie podda-
nym obrobce cieplnej w temperaturze 100°C niz w su-
rowym (38).

W migsie ryb szczegdlnie aktywne sa fosfolipazy,
co powoduje, ze wolne kwasy thuszczowe zarowno
w rybach lodowanych, jak i zamrozonych gromadza
si¢ wskutek hydrolizy fosfolipidow. Pod koniec do-
puszczalnego okresu przechowywania ryb w lodzie
ilo$¢ kwasow thuszczowych, uwolnionych w wyniku
dziatania tych enzymdéw moze wzrosna¢ nawet do ok.
175 mg/100 g migsa (49). Wolne kwasy tlhuszczowe sa
podatne na proces utleniania, a ich produkty moga sta¢
si¢ prekursorami licznych lotnych zwiazkow zapacho-
wych, powodujacych pogorszeme jakosci surowca.

Lipazy wykazuja zrdznicowana wrazliwo$¢ na dzia-
fanie wysokiego ci$nienia. Wedtug Macheboeuf1 Bas-
set (28), sa one stabilne jeszcze powyzej 1100 MPa,
natomiast wedlug Seyderhelma 1 wsp. (44) inaktywa-
cja tych enzymdw zachodzi juz po traktowaniu cisnie-
niem 600 MPa. W przypadku fosfolipaz zahamowa-
nie ich aktywnoéci w miqsie dorsza nastepuje juz po
dziataniu ci$nienia powyzej 405 MPa. W wyniku tego
podczas przechowywanla w ciSnieniowanym migsie
gromadzi si¢ mniej wolnych kwasow thuszczowych niz
w migsie nie traktowanym ci$nieniem, co zapobiega
pogorszeniu si¢ wiasciwosci sensorycznych produktu
(34).

Oksydoreduktazy migsa. Obok hydrolizy w mig-
sie zachodza rdwniez przemiany nienasyconych kwa-
sow tluszczowych, spowodowane procesem oksy-
dacji. Lipidy utleniaja si¢ w mig$niach ryb w wyniku
autooksydacji oraz w procesach enzymatycznych
katalizowanych przez lipoksygenaze skrzel i skory
(LOX), peroksydazg krwi i mikrosomalna peroksyda-
z¢ NADH migéni. Powstajace nadtlenki rozkladaja si¢
do kwaséw karboksylowych o krétszych tancuchach,
alkoholi, aldehydow, ketonow 1 weglowodorow. Nie-
ktore z produktow utlenienia Wywolujqpozqdany aro-
mat §wiezej ryby, inne powoduja nieprzyjemny smak
1zapach zepsutych ryb. Endogenna lipoksygenaza ka-
talizuje rozktad barwnikow karotenoidowych, co pro-
wadzi do zaniku r6zowej lub czerwonej barwy skory
1 migsni ryb w czasie przechowywania (46).
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Przed tymi niekorzystnymi przemianami chronia
komorki endogenne enzymy, tj. dysmutaza ponadtlen-
kowa, katalaza oraz peroksydaza glutationowa (6, 36).
W wyniku przemian nienasyconych lipidow wywota-
nych obecnoscia tlenu atmosferycznego powstaja m.in.
szkodliwe anionorodniki ponadtlenkowe, ktdre nastep-
nie przeksztatcane sa pod wptywem dziatania dysmu-
tazy ponadtlenkowej w nadtlenek wodoru. Dziata on
toksycznie na komorki, dlatego tez jego st¢zenie musi
by¢ utrzymywane na bezpiecznym poziomie. Rolg
regulatora spelniaja tu katalaza i1 peroksydaza gluta-
tionowa, ktore w kolejnym etapie reakcji rozktadaja
H,0,do czqsteczkl Wody (31). Te oksydoreduktazy sa
aktywne roOwniez w migsie zw1erzaJ post-mortem (39)
i odgrywaja istotna rol¢ w czasie przechowywania
oraz przetwarzania mig¢sa, zapobiegajac m.in. utlenia-
niu oksymioglobiny do metmioglobiny, prowadzacemu
do negatywnych zmian w barwie migsa. Pod wptywem
wysokiej temperatury w migsie drobiowym aktywno$¢
peroksydazy glutationowej i katalazy zmniejsza sig,
natomiast dysmutaza ponadtlenkowa jest odporna na
dzialanie ogrzewania (37).

W dostgpnym pi§miennictwie jest stosunkowo mato
danych o wptywie ci$nienia na opisane powyzej enzymy
wazne ze wzgledu ma rolg, jaka odgrywaja w czasie
przetwarzania i przechowywania produktow migsnych.
Serra i wsp. (43) wykazali, Ze aktywno$¢ peroksydazy
glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowe;j i katalazy
w migsie peklowanym, a nastgpnie traktowanym wy-
sokim cisnieniem 600 MPa zmniejszyta sig tylko o ok.
7-14%.

Podsumowanie

Endogenne enzymy sa waznym sktadnikiem zyw-
nos$ci wptywajacym na _]CJ jakos¢. Niektore z nich po-
Wodujqnlekorzystne zmiany, dlatego tez podczas prze-
twarzania 1 przechowywania zywno$ci powinny by¢
one inaktywowane. Z drugiej strony, niektore enzymy
prowadza do takich przemian w zywnosci, ktore zwigk-
sz7aj a jej akceptowalno$¢ przez konsumenta oraz sta-
nowia naturalny czynnik zapoblegaJ acy rozwojowl
mikroorganizmow. Wysokie ci$nienie moze w dwoja-
ki sposob oddzialywac¢ na enzymy. Umiarkowane cis-
nienia zazwyczaj powoduja aktywacj¢ i zwigkszenie
aktywnos$ci enzyméow. Warunki te moga zosta¢ wyko-
rzystane np. do przyspieszenia procesu dojrzewania
migsa. Z kolei wykorzystanie wyzszego ci$nienia jako
metody 1naktywuj acej mikroorganizmy i enzymy Jest
ogramczone m.in. ze wzgledu na niekorzystne zmia-
ny barwy migsa.

Wrazliwos$¢ enzymow na dzialanie ci$nienia zalezy
od ich pochodzenia, sktadu srodowiska oraz jego od-
czynu. Duze zroznicowanie w sktadzie jakosciowym
i llo§ciowym surowcow i produktow zywnosciowych
sprawia, iz podczas doboru warunkow procesu ci$nie-
niowania takie parametry, jak wielko$¢ ci$nienia i tem-
peratura musza zosta¢ dobrane indywidualnie.
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