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VPT,YV NiZKYCFI TEPLOT NA KATEPSINY MASA POST MORTEM

I, STEIN, F., KLEMPOVA, E, MORAROVA

rlie je zaLial znema.
Velke citlivost enzyrnov yodi vylfim a nizkym teplotdm sa vyu/iva

v prie'mysle a v clomacnc,stiech na spomalenie postvitdlnych zmien (auto-
lf2a) miisa, na ktorfch sa velkcu rnierou zubastflujd intracelulSrne pro-
teinlzy - katePsinY.

V tejto suvislosti sme Studovali vplyv nizkych tepl6t na aktivitu ka-
tepsinov mii-sa.

Material a met6dy

Surove roztoky katepsinov sme pripravili zo svalov Mttsculus psoos
rr.in.or, N[uscultts Lotzgissimus dorsi a Musculus semltendinosus (bravdo-
vych a hovtidzich), ktore sa po zabiti vyoperovali na bit0nku zo zviera-
c-eho tela. Po prislu5nej t,prave lo,dstr6neni tukovej vrstvy a Sliach, po
premyti vodou, t5'ziologickllm roztokom a zomleti) extrahovali sme 4 ho-
din5r pri 37 "C 87 % roztokom qlvcerinu okyslen6ho kyselinou octovou na
0,15 0/o (pH 3,5) a filtrovali v chladnic:ke (1).

Na slerlovanie proteolyzy sme pou-Zili A,5 D/o roztok pr6Skov6ho hemo-
globinu pripraven€ho rozpustenim v pufri o pI{ 3,5.

2,5 mI 0,5 0/o roztoku henloglobinu + I,25 ml 87 0/o roztoku glycerinu
(pFI 5,5) vytemperovanysh na prislu5nS teploty sme zmieiali s 1,25 ml
vytemperovan€ho enzymatickeho extraktu. lloztoky sme nechali prislu5nri
c1obu inkubovat pri optimalnom pH katepsinov v termostate, resp. chlad-
nidke.

Priebeh proteolfzy srr,e sledovali kolorimetrickym stanovenim produk-
tov proteoljzy, ktore sa nevyzr6Zajir kyselinou trichloroctovou, a to
tr:vptof6nu a tyrozinu (2) takto: po uplynuti prisluinej inkubadnej doby
sme pridali k 5 ml vzorky 10 ml 0,5 N-kyseliny trichl6rcctovej (50/o-ny
roztok) a po 5 min. sfiltrovali. K 5 rnl filtratu sme pridali 10 ml 0,5 N
roztoku NaOH a 3 ml fenolov6ho dinidla podla Folina a Ciocal-
teaua (3) zriedeneho v pomere 1:2, Po desat min6tovom st6ti sme
zmerali extinkciu modr6ho zafarbenia na Zeissovom spektrografe. Me-
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Obr. 1. Priebeh proteolyzy v z6vislosti od

0.028

0.026

0,024

tas hod

5

dasu a

r9

teploty.

Vysledky

Priebeh proteollizy katalyzovanej sfstavou katepsinov sleduje chod
monomolekirl6rnej reakcie v z6vislosti od dasu, a to v rozmedzi tepldt
*50 aZ -35 "C (obr. 1, tab. 1).

Mechanizmus dekompozicie bielkovin sa teplo,tou neporuSi, multienzy-
maticka s0stava katepsincv sa vplyvom teploty - na rozdiel od vplyvu
pH - nerozdlefiuje (1,5), a to-b-ez ohl'adl na svalstvo, z ktor6hb bol.
extrakt pripraveny.

Teplota nad biokineticklfm maximom a pod nim spomal'uje rlichlost
proteolfzy. Flodnota koeficientu reakdnej rjchlosti
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(kde o : 1, t: rozdiel v 0/o absorpcie, f, : das v hodindch) sa klesqjricou
teplotou zniiuje (tah.2). Obr.2.

Graficklfm zn6.zornenim vztahu logaritmu reakdnej r5ichlbsti k k reci-
prodnej hodnote teploty 1/? podla empirickej Arrheniovej rovnice

tn k =:-t [!l * konst.
R LTI

(E : aktivadn6 energia v cal/mol, R - ptynova konltanta, T : absolritna
teplota a k : koeficient r:eakdnej rychlosti) ziskali sme miesto priamky
krivku (obr. 5, tab. 3).

Tabutka 1

k: I

t

Teplota
v"C

Priebeh proteolfzy v zdvislosti od dasu a teploty, 0/o absorpcie

l_
I 1ls

eas v hodin6ch
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5
4
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2,
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10

5
0

_15
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_25

24
oo
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L2

5
5
3
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2l
t7
t2

* Interpoldciou.

Tabulka 2

M. psoas minor

lrinj
toc

11,48
15,38

9,05
7,0
6,95
5,54
5,05
t,:

2,7t

3,73
5,36
4,59
5,55
2,87
2,16
1,49t,:

0,41

6,4
8,61
7,L5
5,78
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0,88

7,65
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1,26
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T a b u I'k a 3. Vztah medzi log. k 10-3 a 1/T
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Obr. 2, Vz{ah medzi k 10-3 a teplotou.

Priebeh krivky zntazorilujticej vztah medzi log k a UT v rozmedzi * 37
a2. -25 "C nevykazuje charakleristickf zlom (6), z ktor6ho by sa dalo
usudzovat na Strukturalnu zmenu mullienzy'matickej ststavy l<atepsinov.
Plynule zakrivenie kriviek v pczorovanom teplotnom rozmedzi najdeme
aj u inych enzymov napr. Kristiakovsky a Lumry pri hydrolSize
moboviny uredzou (7) alebo Meier, Tappel a Volman (8) na fos-
f.atdze a peroxyddzeJ nazna(uje, Ze nedo5lo k rozlcZeniu komplexnej
molekuly katepsinov (obr. 3).

Priebeh jednotlivych kriviek - hoci enzymatick;i extrakt bol pripra-
ven!' z r6znych, povodom sa liSiacich surovin - nevykazuje podstatne
rozdiely.



Aktivacnri energiu
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Tabulka 4. Hodnoty aktivadnej energie

toc
' M. psoas minor I

M. longissimus 
iIr II III i

dorsi

cal/moI

--l
i

priemer

prremer

50- 37
37- 20
20- 10
10- 5
5- 0
0--37
0-- 5

- 5--10
0--15

-10 - -20
-15 - -20
-20 - -2520 - -350--25 5865--25 | 5

I

25558
1950
757L

5545
5013

4715

7150
5729

30589
]-975
3400
5035

3470

4696

29540
L637
43L7
6466
8516
5747

32697
L732
4164

6790
4228
2805
4891

5408

1835
5468



Aktivadna energia pre inakbivaciu katalytickej schopnosti katepsinov
z r6znych svalov pri vySSej teplote je relativne vysck6 a leZi v rozmedzi
24000-55000 cal/mol. Aktivadna energia, ktord ubuda v sustave zniZo-
vanim teploty v rozmed,zi *37"C a -55'C, je relativne nizka. Hoci
hodnoty aktivadnej energie enzymauickej sristavy teoreticky nie sf za-
visle od zmerry teploty, moino v naicm pripade v rozpZiti teploty
+37 "C - 0 "C pozorovat ntierne st0panie hodnoty E. Zd6' sa, Ze st
zapriiinene ovplyvnenim rozpustnosti niektorych citlivejiich neenzylna-
tickich bielkovin. sprev6dzaj'icich aklivnu komplexnr-'t molekulu- enz17mu.

Akrivadn6 energia, ktora ubuda. sfistave v rozpiiti tepl6t cd 0 aZ po

-35 "C, pohybuje sa v medziach 5000-7000 cal/mol.
Priemery hodn6t aktivabnej energie v rozmedzi tepldt nad nulou do

biokinetick6ho maxima a pod nulou nevykazuju v?iiiSie rozdiely.

Teplotn,i koeficient Or, : -Lr+J pohybuje sa v r6mci hodn6t cha-
kr

rakteristickych pre enzymaticke reakcie. Zmenou teplo,ty sa pomerne
mSlo meni 

Tabulka b

psods

II
mtflor lu. bnoirri^u,rrr 

1

I

dorsi I

l

I

t'

50- 37
37- 20
20- 10
10- 5
5- 0
prlemer
0-- 5

- 5- -i0
-L0 - -20
-15 - -20
-20 - -300--15
-20 - -55prlemef

I

0,47

1,6
1,9
19

'_1'

1J
1,6

-=_l-,J /

0,69
7,2
1,5
1,,2
7,3
1,25
1,.1
7,4
t:

,-I,b
7,47

0,74
1,2
t,2
t,2
1,0
1,55

1,6
1,4
1,5

0,85
1,4
1,3
1,0
1,3
7,25
1,1
1,1
1,,2

,2
1,15

Arrheniovu rovnicu sme vyuZili na predpoved richlosti reakcie pri tep-
lctach pod nulou a vypt-lditane rlfchlosti sme porovnali s r5ichlostou
zjstenou experirne,nt6lne :

kz _ E (Tz - Tt) _0,219 ._E (Tz - T't)
10o ___" k1 lnR'Tr.Tz TtTz

Za E sme dosaditi aktivadnri energiu v cal/rnol pre rozpdtie tepl6t
-f 20"C a 10 "C, k2.ro--s ak1 .r0- 5 su koeficienty monomolelcularnej reakcie
pri teplot6ch T2 a T1 (tab. 2). Rozdiely medzi hodnotou koeficientu re-
akdnej r5ichlosti /r . 10-5, stanovenou experiment6lne a vypoditanou z rov-
nice, uddvame v 9/o v pomere k hodnote k.10-s najdenei (* : pre-
vy5uje, - : men5ie). Obr. 4. Tab. 6,



Tabulka 6

I Musculus psoas minor

II
E : 5,400 cal/mol

10
D

U
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-L0+5
-20
-25
-50
-35

8,4
6,6
3,I

4,2

1n
2,08
t,67

'j'
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*'.tj
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4,B9
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Obr. 4. k n6jden6 a k vypoditan6 podl'a Arrhenia.

Dekompozicia bielkovin multienzymatickou srfstavou katepsinov mdsa
sleduje chod krivkv, ktoru moLno vyjadrit Arrhenovou rovnicou. Na
termodynamick0 formul6ciu priebehu protceolyzy katepsinmi moZno te-

tuto rovnicu. Rozdiely medzi hodnotami k .70-3 ndjdenymi
nfmi vyplyvaji z toho, Ze priebeh proteolyzy nesleduje presne
omolekul6rnej reakcie.

Arrheniovu rovnicu vyuZili sme na vypoditanie aktivity intraceluldrnych
protein6z zo svalu M. Iongissimus dorsi pri nizkych a ultranizkych
teplotdch (tab" 7. obr. 5).

o:psoos I vypoiitan6
x =psoos ll ndjdend
@:psoos ll vypoe ilond

A = psoos lll ndjdend
q = psoas lll vypoiiland
o =long dorsi n|jdend

-r0 -t5 -20 -25 -30 -35 t"



Tabulka 7

Aktivita katepsinov M. longissimus dorsi pri nizkych a ultranizkych teplot6ch

I E : 4196,6 k: .10-3 : 9,03a

i

i

I

I

i

I

I

I

I

I

I

kz .I0-3
ndjden6

kr . 1o-3
vypoditan6

10
5
0

-10_20
_55
-50_60
-70-- B0

-90
-100
-720_140

-160
--180
-200
-220_240

-260
-272_273

7,0L
6,95
5,54
5,03
4tq
3,42

'lo

6,9S
6,11
5,30
4,60
3,96
2,99
L,70
0,9i
0,66
0,65
0,62
0,58
0,54
0,45
0,56
0,28
0,19
0,102
0,06,1
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0,059
0,001096
0.001090

6

5

t
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Obr. 5. Aktivita katepsinov M. longissimus dorsi. pri nizkych a ultranizkych teplotdch

Lo naznaduje zmenuv vol,nej i viazanejzo u sa vplyv teploty
na
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Diskusia
Proteolytick6 aktivita bezbunedneho extraktu multienzymatickej sri-

stavy katepsinov hovddzieho a bravdoveho mdsa sa zniZovanim teploty
reakdneho prostredia zmen5uje. Hodnota koeficientu reakdnej ry'chlosti k
kles6. Mechanizmus priebehu proteolyzy sa teplotou nemeni. Charakter
reakcie ostava v rozpiiti skuSanlfch tepl6t pribliZne mono'molekuldrny-

Vplyv'om teploty nedoilo teda k hlb5im znrenam v Struktfirnej stavbe
komplexnej molekuly katepsinov a inhibiciu aktivity nemoZno vysvetlo-
vat poru5enim Struktfiry kornplexu aktivnej molekuly. Zd6 sa, Ze teplotou
sa rovnomerne znii.ule aklivita r'Setkjtch enzymov multienzymatickej
sustavy. Naproti tomu zmenou pH prostredia rozpadS, sa multienzyma-
tick6 sristava a v z6vislosti od pH stripa aktivita jednotlivlich komponen-
tov sristavy (pepsin. trypsin, katepsin a peptiddzy) (4). Funkcia aktiva-
torov a inhibitorov sprevadzajucich molekulu aktivneho komplexu sa
teplotou taktieZ nezmenila, kedZe mono'molekul6rny priebeh proteol5izy
sa teplotou nezmenil.

Hoci graficke vyjadrovanie vztahu. log k a UT ned6va odakavanu
priamku, ale mierne zakrivenu krivku, aka sa naila aj u infch enzlrmov,.
empiricka Arrheniova rovnica pomerne dobre vystihuje priebeh dekorn-
pozicie substratu katepsinov aj pri teplotach pod 0 "C.

Intraceluldrne proteinSzy teo,reticky nestracaju svoju aktivitu ani pri
absol0tnom bode mrazu. Hlbok6 a ultrahlboke teploty neznidia enzymy,
len retarduju ich pdsobenie.

UZ starSie v5iskumy (1) ukdzali, y'.e enzymy vzdorujfi hlbok5im teplo-
t5m. Rozmrazenim sa reaktivujn. Lipfza zachovala svoju aktivitu po,
7 a polrodnom prechcvavani pri -9,4" aL -72 "C. Podobne pepsin, tryp-
sin a klag vydrZali teplotu -191 "C bez straty aktivity tromba zmra-
zeny na -180 "C po 15 mesiacoch bol po roztopeni plne aktivny. Bunky
vydrZia teplotu -230 "C bez umftvenia (11). Steppuhnovi a
Utk i n - L j ub ov c ovo,ve j sa padarilo reaktivovat katepsiny n6jde-
n6 v tkanivach mumii a v svalstve mamutov z ladovej doby (9).

Aktivadnd energia potrebna na inaktiv6ciu katepsinov mierne stripa
s klesajucou teplotou. Jej hodnota je podstatne men5ia neZ hodnota E,
potrebna na inaktiv6ciu l<atepsinov teplom. Zistenim reakdnych rlichlosti
pri 2 r6znych teplot6ch moZno vypoditat hodnotu aktivadnej energie E.
Ak pozn6me E a r)tchlost reakcie pri jednej teplote, moLno predpovedat
rlichlost pri ktorejkoLvek inej teplote.

Relativne mal6 rozdiely medzi hodnotami ko,eficientu reakdnej r;ich-
losti k ndjdenych pokusom a predpovedanlich pomocou Arrheniovej rov-
nice vytvarajrj moZnost lep5ieho analytickdho sledovania intravitalnych
pochodov v derslvom a pri rdznych teplot6ch zmrazeno,m a r6znu dobu
skladovanom mese, ked bude zndrr'a stvislost medzi kateptickcu aktivi-
tou, skladovatelnostou a kvalitou mdsa. ZaIial je len m6lo rldajov o, z6-
vislosti kvality mdsa od jeho enz5'matickej aktivity (proteolytickej vi-
tality ).

Vypodet aktivity katepsinov pri hlb,oklich a ultrahlbokllich teplot6ch



potvrdzuje znemu skutodnost, le ani nizke ani ultrahlboke teploty, resp.
vznik l'adu neznidia enzymy, len retardujir ich p6sobenie.

Krivka inhibicie m6 pri -60'C ostry zahyb, lom a pokraduje potom
mierni/m sp6dom, as5rmptoticky. Vplyv na aktivitu katepsinov sa p,od-
statne zmen5i. Nazdavame sa, Ze pri konzervovani mdsa mrazenim nie je
ekonomickl zniLit teplotu pod -60 "C, pretoZe vplyv teploty na aktivitu
enz5imov je veLmi r.rrali. Zniiovarrie aktivity katepsinov teplotou doka-
z.uje, le dim niZ5ia je teplota zmrazenia (aZ po -60 "C), t;fm pomal5ie
prebiehajri v mdse intravitalne enzymatick6 procesy a tlim je pravde-
podobnost prediZenia doby skladovania mdsa bez ujmy na kvalite vtid3ia.

Sithrn
Kinetika priebehu proteo yzy v rozpdti tepl6t *50 aZ -55'C sa ne-

rneni. Multienzvmatick6 sristava katepsinov mdsa sa hlbokymi teplotami
nerozklad6.

Na termodynamickO formulaciu proteol5Tz;r intracelulArnymi protein6-
zami moino pouZid empirick0 Arrheniovu rovnicu, ktora opisuje vztah
medzi teplotou a aktivilor-t enzymov.

Stanovenim reakcnej r5;chlosti proteol5izy pri dvoch r6znych teplotach
rnoZno vypoditat hodnobu aktivadnej energie E. Pri znalosti E a koefi-
cientu r5Tchlosii proteol5izy pri jednej teplote moZno predpovedat aktivitu
katepsinov pri ktorejkol'vek inej teplote. \,letoda umoZfiuje sledovat
kateptrcktr aktivitu derstv6ho a znvazeneho mdsa podas kratkodob6ho
a dlhodob6ho skladovania.

EINFLUSS TIEFtrR TEMPERATUREN AUF DIE FLEISCHKATEPSINE POST MORTEM

Die Kinetik der durch die Fleischkatepsine katalysierten Proteolyse im Bereich der
Temperatur +50'C bis -25 

oC andert sich nicht. Das nultienzymatische System der
Fleischkatepsine wird durch tiefe Temperaturen in Einzelkomponenten nicht zerlegt.

Fiir die thermodynamische Formulierung der Proteolyse durch die intrazelluldren
Proteinasen kann die rron Arrhenius aufgestellte empirische Gleichung fiir das Verhdlt-
niss der Temperatur und Reaktiongeschwindigkeit .rerwendet werden.

Durcl-r Bestimmung <ier Reaktionsgeschwindigkeitkonstante der Proteolyse bei zwei
velschiedenien Temperaturen kann die Aktivierungsenergie der Reaktion E ermittelt
werden. Aus E und k der Proteolyse bei einer Temperatur kann die Aktivitiit der
Katepsine bei willkijrlichen Temperaturen berechnet werden.

Die Methode ermdglicht die Verfolgung der Aktivitiit der Katepsine (proteolytische
Vitalitiit) von frischem und durch Gefrieren konservierten Fleisch wdhrend der kurzen
ocler langlristigen Lagerung.
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