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VPLYV NIZKYCH TEPLOT NA KATEPSINY MASA POST MORTEM
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Enzymy sd na teplotu velmi citlivé. Teploty nad biokinetickym opti-
mom inhibuji poéschenie, vy$sie teploty inaktivuja fermenty. Teploty
pod bickinetickym optimom znizuja rychlost priebehu reakcii katalyzo-
vanych enzymami. Nizkymi a ultranizkymi teplotami sa enzymy reverzi-
bilne inaktivujd. Hranica, pri ktorej sa Cinnost enzymoy uplne zastavi,
nie je zatial znama.

Velka citlivost enzymov voéi vyS8im a nizkym teplotdm sa vyuziva
v priemysle a v domacncstiach na spomalenie postvitdlnych zmien (auto-
lyza) misa, na ktorych sa velkeu mierou zi¢astiiujd intracelularne pro-
teindzy — katepsiny.

V tejto stvislosti sme Studovali vplyv nizkych teplot na aktivitu ka-
tepsinov madsa,

Materidl a metddy

Surové roztoky katepsinov sme pripravili zo svalov Musculus psoas
minor, Musculws longissimus dorsi a Musculus semitendinosus (bravco-
vych a hovédzich), ktoré sa po zabiti vyoperovali na bitinku zo zviera-
cieho tela, Po prislusnej Cprave (odstraneni tukovej vrstvy a Sliach, po
premyti vodou, fyziclogickym roztokom a zomleti) extrahovali sme 4 ho-
diny pri 37 °C 87 % roztokom glycerinu okysleného kyselinou octovou na
0,15 % (pH 3,5) a filtrovali v chladnitke (1).

Na sledovanie proteolgzy sme pouzili 0,5 % roztok préskového hemo-
globinu pripravenzho rozpustenim v pufri o pH 3,3.

2,5 ml 0,5 % roztoku hemoglobinu + 1,25 ml 87 % roztoku glycerinu
(pH 3,5) vytemperovanych na prisluiné teploty sme zmie3ali s 1,25 ml
vytemperovaného enzymatického extraktu. Roztoky sme nechali prislusni
dobu inkubovat pri optimalnom pH katepsinov v termostate, resp. chlad-
nicke.

Priekeh proteolyzy sme sledovali kolorimetrickym stanovenim produk-
tov proteolyzy, ktoré sa nevyzrazaji kyselinou trichloroctovou, a to
trvptofanu a tyrozinu (2) takto: po uplynuti prisluénej inkubatnej doby
sme pridali k 5 ml vzorky 10 ml 0,3 N—kyseliny trichléroctovej (5%-ny
roztok) a po 5 min. sfiltrovali. K 5 ml filtratu sme pridali 10 ml 0,56 N
roztoku NaOH a 3 ml fenolového ¢inidla podla Folina a Ciocal-
teaua (3) zriedeného v pomere 1:2. Po desat minGtovom stati sme
zmerali extinkciu modrého zafarbenia na Zeissovom spektrografe. Me-
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ranie sme previedli pri vinovej dizke 700 m«. Aktivitu udavame absorp-
ciou v % proti absorpcii slepého pokusu.
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Obr. 1. Priebeh proteolyzy v zavislosti od ¢asu a teploty.

Vysledky

Priebeh proteolyzy katalyzovanej ststavou katepsinov sleduje chod
monomolekularnej reakcie v zédvislosti od fasu, a to v rozmedzi teplot
+50 az —35 °C (obr. 1, tab. 1).
~ Mechanizmus dekompozicie bielkovin sa teplotou neporusi, multienzy-
maticka sustava katepsinov sa vplyvom teploty — na rozdiel od vplyvu
pH — nerozilefiuje (4, 5), a to bez ohladu na svalstvo, z ktorého bol.
extrakt pripraveny.

Teplota nad biokinetickym maximom a pod nim spomaluje rychlost
proteolyzy. Hodnota koeficientu reakénej rychlosti
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1 a
k= —— Iy ——
t - x
(kde a = 1, x = rozdiel v % abscrpcie, ¢t = fas v hodindch) sa klesajicou
teplotou znizuje (tah. 2). Obr. 2.

Grafickym znazornenim vztahu logaritmu reakénej rychlosti k k reci-
procnej hodnote teploty 1/T podla empirickej Arrheniovej rovnice

In k= St + konst.
R T

(E = aktivatni energia v cal/mol, R = plynovéd konStanta, T = absoldtna

teplota a k = koeficient reakcnej rychlosti) ziskali sme miesto priamky
krivku (obr. 3, tab. 3).

Tabulka 1

Priebeh proteclyzy v zavislosti od asu a teploty, % absorpcie

‘ Teplota Cas v hodinach
Ve 1 3 5 19
50 20 24 ‘ 30 31
37 32 36 39 42
20 23 28 36% 38
10 | 10 ! 25 \ 32 37
‘ 3 | 5 13 | 16 30
0 4 12 | 12 28
—15 ' 3% 5 8 21
| —20 2 5 8 17
| —25 ' 2 3 ‘ 4 12
]

* Interpolaciou.

Tabulka 2
ig-a_ _ e
t °C — M. psoas minor M. longissimus
_J ) _I ; n ‘ oom ) dorsi
+50 7,65 6,4 3,73 11,48
+37 16,23 8,61 5,36 | 13,38
+20 13,36 7,15 4,59 9,03
+10 8,33 5,78 3,53 | 7,0
+ 9 4.20 4,89 2,87 | 6,95
0 3,49 | 4,76 2,16 5,04
— 5 -— —_ 1,49 5,03
—10 —_ — 1,03 4,22
—15 2,08 2,90 — -
—25 1.26 - — —
—30 — _ — —_
—35 — | 0,38 0,41 2,71
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Tabulka 3. Vztah medzi log. k¥ 10 a 1/T

] — P L'f)g'_k.__jl_{)'i —
o | ! Museculus psoas 3 |
c I & L2 = I M long d.
| ! I 11 111 | -
i ' i |
50 ‘ 323 0,00309 0,88366 i 080618 : 0,57054 | 1,05994
37 | 310 0,00322 1,21032 + 0,93500 | 0,72916 1,12646
20 | 297 0,00341 1,12531 } 0,85431 ! 066181 | 0,95569
0 283 ‘ 0,00353 0,92065 i 0,76193 | 0,54777 : 0,84510
b} 278 0,00365 | 0,54283 : 067761 | 0,33445  0,74351
— 5 | 264 —_ — i — ‘o 0,17319 | 0,70157
-10 ‘ 263 —_ ‘ —_ : — © 001284 | 0,62531L
—15 258 | 0,00387 0,31806 | 0,46240 | — | — i
—20 253 0,00393 | 0,22272 . 0,10721 | 0,00799 | 0,53403
—25 248 0,00403 | 0,10037 | — [ 0,00628 | —
—30 —_ | — = | — ; — i —
—35 238 i — - | 009448 — | 0,43297
o 18
)5
% » = psoas |
12 a = psoas (I
101 x : psopas M
84 A = f{ong.dorst
A
6.
4
2
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Obr, 2. Vztah medzi k 10-® a teplotou.

Priebeh krivky znazorfiujicej vztah medzi log & a 1/T v rozmedzi + 37
az —25 °C nevykazuje charakteristicky zlom (6), z ktorého by sa dalo
usudzovat na Strukturalnu zmenu multienzymatickej sGstavy katepsinov.
Plynulé zakrivenie kriviek v pozorovanom teplotnom rozmedzi najdeme
aj u inych enzymov napr. Kristiakovsky a Lumry pri hydrolyze
mocoviny ureazou (7) alebo Meier, Tappel a Volman (8) na fos-
fatdze a peroxydaze] naznacuje, zZe nedoslo k rozleZeniu komplexne]
molekuly katepsinov (obr. 3).

Priebeh jednotlivych kriviek — hoci enzymaticky extrakt bol pripra-
veny z rbéznych, pévodom sa liSiacich surovin — nevykazuje podstatné
rozdiely.
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Aktivatnud energiu reakcii sme vypocitali pomocou rovnice:

ks E[ 1 1
In2==|—— ~ |
kk R LTi T,

z ktorej
4.5875.7T,.T k
p=-290.T1.T, . K
T, - Ty 1
(R = plynova konS$tanta 1,985 cal/mol stuperi, E = aktivaina energia,
ks a k) koeficienty reakénej rychlosti pri Ty a Ty).
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Obr. 3. Vztah medzi log k.10 a 1/I.10*®
Tabulka 4. Hodnoty aktivaénej energie
e _ = — e — ‘
t °C ‘ M. psoas mmor. _! M. longissimus |
| I ! 11 i I “ dorsi |
cal/mol [‘
50— 37 23558 30589 29540 32697 ‘
\ 37— 20 1950 1975 1637 1732
20— 10 7571 3400 4317 4164
\ 10— 5 — 5035 6466 — |
! 5— 0 5543 = 8316 6790
! priemer 0 — —37 5013 3470 5147 4228
0—— 35 — — — 2805
‘ — 5——10 — - — 4891
‘ 0— —~15 4715 4696 — —
‘ —10 — —20 - — | —_ 5468
‘ —156 — —20 7150 - | = -
—20 — —25 5729 — — —
—20 — —35 | == — - 1833
priemer 0— —25 | 5863 — | - 5468



Aktivatna energia pre inaktivaciu katalytickej schopnosti katepsinov
z r6znych svalov pri vySSej teplote je relativne vyscka a lezi v rozmedzi
24 000— 33 000 cal/mol. Aktivaéna energia, ktora ubuda v sistave zniZo-
vanim teploty v rozmedzi +37°C a —35°C, je relativne nizka. Hoci
hodnoty aktivaénej energie enzymatickej sustavy teoreticky nie sd za-
vislé od zmeny teploty, moZnoc v naSom pripade v rozpéti teploty
+37 °C — 0 °C pozorovat mierne stdpanie hodnoty E. Zda sa, Ze su
zapridinené ovplyvnenim rozpustnosti niektorgch citlivejsich neenzyma-
tickych bielkovin, sprevadzajicich aktivnu komplexni molekulu enzymu
Aktivadna energia, ktora ubtida sistave v rozpiti teplot cd 0 aZ po
—35 °C, pohybuje sa v medziach 5000—7000 cal/mol.

Priemery hodnét aktivalnej energie v rozmedzi teplét nad nulou do
hiokinetického maxima a pod nulou nevykazuji vadsie rozdiely.

ke 4-10
v 410 pohybuje sa v rdmeci hodnét cha-

1

Teplotny koeficient Qi = -

rakteristickych pre enzymatické reakcie. Zmenou teploty sa pomerne

méalo meni.
Tabulka 5

| M. psoas minor

!
t° M. longissimus dorsi |
| I I I '
|
|
| 50— 37 | 0,47 0,74 0,69 0,85 ‘*
| 37— 20 1,2 1,2 1,2 1,4
| 20— 10 | 1,6 1,2 1,3 1,3
10 — 5 1,9 1,2 1,2 1,0
5— 0 | 12 1,0 13 13
priemer 1,48 1,55 1,25 1,25
0——5 | - ~ 14 1
— 5 — 10 — — 1,4 11
—10 — —20 | — = 16 1,2
—15— —20 — — — —
—20 — —30 | 13 — — —
| 0——15 16 16 — —
—20 — —35 — 1,4 1,5 1,2
priemer 1,37 15 1,47 115

Arrheniovu rovnicu sme vyuZili na predpoved rychlosti reakcie pri tep-
lotach pod nulou a vypofitané rychlosti sme porovnali s rychlostou
zistenou experimentalne:

ko E (T, —-T 0219 . E(T,— T
10g — 2. = (T 1) _ 0 E(Ty —Tv)
kl In R.Tl.Tg T1 Ty

Za E sme dosadili aktivadn( energiu v cal/mol pre rozpitie tepldt
+ 20 °Calld "C, ky.103ak;.10-3 s koeficienty monomolekuldrnej reakcie
pri teplotach Ty a Ty (tab. 2). Rozdiely medzi hodnotou koeficientu re-
akénej rychlosti k. 1073, stanovenou experimentélne a vypocitanou z rov-
nice, uddvame v % v pomere k hodnote k.1073 najdenej (+ = pre-
vySuje, — = mengie). Obr. 4. Tab. 6.
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Tabulka 6

Musculus psoas minor

I B ) Musculus
‘ 1 | =& T e e
|  E= 7571 cal/mol | E =3400cal/mol | E=4317cal/mol | E = 4197 cal/mol
—_ - - - —  — —_—

‘ to | n v oz. | n | Vv : roz. n ¥ | roz. | n v roz. |
= T r _r T ) — !
i 10 | 83 | 84 — | 578 582 — | 353 | 352 ] — | 7,00 | 6,99 |
|5 | 42 66 | +57 489 521 ‘+6 I 287 | 307 | +7 6,95 | 6,11 ‘ —12
| 0 389 31 | +46 | 476 | 469 | -2 | 216 | 266 | +23 | 554 | 53 | — 5

— 5 — = — — 415 — | 146 | 228 1 +52 | 503 | 4,60 ~ —9
(—10 | — — = — 358! — | 105 | 1,98 |+82 | 422! 39 | — 6
| +5 | 208 228 | + 9| 28 | 325 [+1 083 04l | +2350| — | = =
l~20 | 167 | 1,70 | + 2 ‘ 1,28 | 2,83, +120‘ — ‘ — | — | 3421 299 | —13 |
|—25 | 1,26 | 1,06 | —16 — — \ = | = = | = - = ] —

—-30 | — | — — — ] —1i — 041 082 !+100 - = =

35| — | — _.0,3‘0,5l+.00~ —| = = |20 om0 —37 |
| ‘ ) |

RS

9| = =psoas | najdepe

3 o=psoas ! vypocitané
x =psoas Il ndjdend

7

®=psoas Il vypocitane
4 = psoas /I najdené

@ = psoas ll vypolitané
o =long.dorsi ndjdene
@ =long. dorsi vypoditane
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-
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Obr. 4. k¥ najdené a k vypoditané podla Arrhenia.

Dekompozicia bielkovin multienzymatickou sistavou katepsinov misa
sleduje chod krivky, ktord moZno vyjadrit Arrhenovou rovnicou. Na
termodynamick( formulédciu priebehu protceolyzy katepsinmi mo?no te-
da pouzit tdto rovnicu. Rozdiely medzi hodnotami % .10-3 najdenymi
a vypocitanymi vyplyvaji z toho, ze priebeh proteolyzy nesleduje presne
chod monomolekuldrnej reakcie.

Arrheniovu rovnicu vyuZili sme na vypoditanie aktivity intracelularnych
proteindz zo svalu M. longissimus dorsi pri nizkych a ultranizkych
teplotach (tab. 7. obr. 5).



Tabulka 7
Aktivita katepsinov M. longissimus dorsi pri nizkych a ultranizkych teplotach

l x E = 41966 k2 .10 = 9,03
L ko .103 Ty . 102
néjdené [ vypoéitané
10 7,01 6,99
5 6,95 | 6,11
0 5,54 | 5,30
— 5 5,03 4,60
— 10 4,22 3,96
— 20 3,42 2,99
— 35 2,70 1,70
— 50 — 0,93
i — 60 — 0,68 |
=70 — 0,65 |
! — 80 — 0,62 |
— 90 — 0,58
—100 - 0,54
—120 — 0,45
—140 — | 0,36 |
—160 — | 0,28
—-180 —_ 0,19
—200 — 0,102
| —-220 —_ 0,061
—240 — 0,050
—280 — 0,059 |
—272 — : 0,001096
—273 — [ 0,001090

N W N e e
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Obr. 5. Aklivita katepsinov M. longissimus dorsi pri nizkych a ultranizkych teplotach

Lom krivky pozorovatelny pri teplote okolo —60 °C naznaduje zmenu
v Strukture molekuly, ktora nastala premenou vody volnej i viazanej
zo skupenstva kvapalného do tuhého. V dalSom priebehu sa vplyv teploty
na aktivitu enzymov podstatne zmensuje.
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Diskusia

Proteolyticka aktivita bezbunetného extraktu multienzymatickej si-
stavy katepsinov hovidzieho a bravfového misa sa zniZovanim teploty
reakéného prostredia zmensuje. Hodnota koeficientu reaklnej rychlosti k
klesa. Mechanizmus priebehu proteolyzy sa teplotou nemeni. Charakter
reakcie ostava v rozpéti skuSanych teplot priblizne monomolekularny.

Vplyvom teploty nedoslo teda k hlb8im zmendm v Struktarnej stavbe
komplexnej molekuly katepsinov a inhibiciu aktivity nemozZno vysvetio-
vat poruSenim Struktiry komplexu aktivnej molekuly. Zda sa, Ze teplotou
sa rovnomerne znizuje aktivita vSetkych enzymov multienzymatickej
ststavy. Naproti tomu zmenou pH prostredia rozpadd sa multienzyma-
ticka slstava a v zavislosti od pH stipa aktivita jednotlivych komponen-
tov sustavy (pepsin. trypsin, katepsin a peptidazy) (4). Funkcia aktiva-
torov a inhibitorov sprevadzajicich molekulu aktivneho komplexu sa
teplotou taktiez nezmenila, kedZe monomolekularny priebeh proteolyzy
sa teplotou nezmenil.

Hoci grafické vyjadrovanie vztahu log k¥ a 1/T neddva ocakavana
priamku, ale mierne zakrivenud krivku, aka sa naSla aj u inych enzymov,
empiricka Arrheniova rovnica pomerne dobre vystihuje priebeh dekom-
pozicie substratu katepsinov aj pri teplotach pod 0 °C.

Intracelularne proteindzy teoreticky nestrdcaju svoju aktivitu ani pri
absolitnom bode mrazu. Hlboké a ultrahlboké teploty neznitia enzymy,
len retardujd ich pdsobenie.

Uz starSie vyskumy (1) ukazali, Ze enzymy vzdoruji hlbokym teplo-
tdm. Rozmrazenim sa reaktivuju. Lipdza zachovala svoju aktivitu po
7 a polroé¢nom prechcvavani pri —9,4° az —12 °C. Podobne pepsin, tryp-
sin a klag vydrZzali teplotu —191 °C bez straty aktivity tromba zmra-
zeny na —180 °C po 13 mesiacoch bol po roztopeni plne aktivny. Bunky
vydrZia teplotu —230 °C bez umftvenia (11). Steppuhnovi a
Utkin-Ljubovcovove]j sa padarilo reaktivovat katepsiny najde-
né v tkanivich mumii a v svalstve mamutov z ladovej doby (9).

Aktivatna energia potrebnd na inaktiviciu katepsinov mierne stipa
s klesajicou teplotou. Jej hodnota je podstatne menSia nez hodnota E,
potrebna na inaktivaciu katepsinov teplom. Zistenim reak&énych rychlosti
pri 2 roznych teplotach mozno vypocitat hodnotu aktivacnej energie E.
Ak pozndme E a rychlost reakcie pri jednej teplote, moZno predpovedat
rychlost pri ktorejkolvek inej teplote.

Relativne malé rozdiely medzi hodnotami koeficientu reakénej rych-
losti k najdenych pokusom a predpovedanych pomocou Arrheniovej rov-
nice vytvaraju moznost lep3sieho analytického sledovania intravitalnych
pochodov v Cerstvom a pri réznych teplotich zmrazenom a réznu dobu
skladovanom maése, ked bude znama savislost medzi kateptickou aktivi-
tou, skladovatelnostou a kvalitou mésa. Zatial je len malo Gdajov o zd-
vislosti kvality mdsa od jeho enzymatickej aktivity (proteolytickej vi-
tality).

Vypocet aktivity katepsinov pri hlbokych a ultrahlbokych teplotach
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potvrdzuje znadmu skutocnost, Ze ani nizke ani ultrahlboké teploty, resp.
vznik ladu neznifia enzymy, len retarduji ich p&sobenie.

Krivka inhibicie ma pri —60 °C ostry zahyb, lom a pokrafuje potom
miernym spadom, asymptoticky. Vplyv na aktivitu katepsinov sa pod-
statne zmensi. Nazddavame sa, Ze pri konzervovani mésa mrazenim nie je
ekonomické znizit teplotu pod —60 °C, pretoze vplyv teploty na aktivitu
enzymov je velmi maly. ZniZovanie aktivity katepsinov teplotou doka-
zuje, 7ze ¢im niZ$§ia je teplota zmrazenia (az po —60 °C), tym pomalsie
prebiehaji v mése intravitilne enzymatické procesy a tym je pravde-
podobnost prediZenia doby skladovania misa bez ujmy na kvalite vic§ia.

Sdhrn

Kinetika priebehu proteolyzy v rozpiti teplot +50 az —35 °C sa ne-
meni, Multienzymaticka ststava katepsinov misa sa hlbokymi teplotami
nerozklada.

Na termodynamickt formuldciu proteolyzy intraceluldrnymi proteina-
zami mozno pouzit empirickd Arrheniovu rovnicu, ktoréd opisuje vztah
medzi teplotou a aktivitou enzymov.

Stanovenim reakénej rychlosti proteolyzy pri dvoch réznych ‘rep]otach
mozno vypoc¢itat hodnotu aktivacnej energie E. Pri znalosti E a koefi-
cientu rychlosti proteolyzy pri jednej teplote mozno predpovedat aktivitu
katepsinov pri ktorejkolvek inej teplote Metéda umoZiiuje sledovat
kateptickd aktivitu €erstvého a zmrazeného méisa pocas kratkodobého
a dlhodobého skladovania.

EINFLUSS TIEFER TEMPERATUREN AUF DIE FLEISCHKATEPSINE POST MORTEM

Die Kinetik der durch die Fleischkatepsine katalysierten Proteolyse im Bereich der
Temperatur +50 °C bis —25 °C andert sich nicht. Das multienzymatische System der
Fleischkatepsine wird durch tiefe Temperaturen in Einzelkomponenten nicht zerlegt.

Fiir die thermodynamische Formulierung der Proteolyse durch die intrazelluldren
Proteinasen kann die von Arrhenius aufgestellte empirische Gleichung fiir das Verhilt-
riss der Temperatur und Reaktiongeschwindigkeit verwendet werden.

Durch Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeitkonstante der Proteolyse bei zwei
verschiedenien Temperaturen kann die Aktivierungsenergie der Reaktion E ermittelt
werden. Aus E und k der Proteolyse bei einer Temperatur kann die Aktivitdt der
Katepsine bei willkiirlichen Temperaturen berechnet werden.

Die Methode ermoglicht die Verfolgung der Aktivitdt der Katepsine (proteolytische
Vitalitdt) von frischem und durch Gefrieren konservierten Fleisch wéhrend der kurzen
oder langfristigen Lagerung.
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