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Ograniczanie strat zwigzkow azotowych
w marynatach $ledzi baltyckich przez roslinne inhibitory proteaz

Streszczenie

Nakreslono role endogennych enzyméw proteolitycznych w dojrzewaniu miesa ryb, w procesie marynowania.
Wykazano mozliwos¢ zmniejszenia strat zwigzkow azotowych uwalnianych z filetéw do zalewy, przez dodatek
do zalewy wielofunkcyjnych, biatkowych inhibitoréw proteaz, ttumigcych nadmiernqg aktywnos¢ proteaz cyste-
inowych, aspartylowych, serynowych, w dojrzatym juz miesie. Przedstawiono dodatkowe, potencjalne funkcje
tych biatek, jako substancji anty-drobnoustrojowych i antyoksydacyjnych.
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Limitation of the losses of nitrogen fractions
in marinades of Baltic herrings by protease inhibitors from plants

Summary

The significance of endogenous proteolytic enzymes in ageing for herrings fillets marinating process has been
overviewed. The possibility of losses reduction of nitrogen components from fillets to brine by addition to brine
multifunctional protein aceouspeptidase inhibitors able to diminish undesired cysteine, aspartyl, serine proteoly-
sis activity in already aged meat. An antimicrobial and antioxidant factors of these proteins were also presented.
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Wstep

Jako$¢ organoleptyczna miesa, jest ogélnym terminem obej-
mujacym szereg takich cech, jak: smak, barwa, zapach, tek-
stura. Mechanizmy formowania sie tych cech jakos$ciowych,
sa powigzane ze soba i uzaleznione od wielu czynnikéw,
odzwierciedlajac ztozono$¢ procesu marynowania i polega-
jacej na przemianie surowej tkanki mieSniowej w dojrzate
organoleptycznie mieso (Kemp i in. 2010 ). Przyjmuje sie,
Ze proteoliza biatek fibrylarnych mie$ni, przez endogenne
proteazy, jest jednym z wazniejszych proceséw ksztattujacych
cechy jakosciowe miesa (Kotakowski, Kotakowska 2006;
Kemp, Parr 2012). Proteoliza post mortem, jest sktadowa pro-
cesu, okreslanego, jako apoptoza - zaprogramowane obumie-
ranie komorek, pozbawionych mozliwosci wytwarzania ener-
gii wskutek zatrzymania dostepu do tlenu i substratéw odde-
chowych w organizmach zwierzat wykrwawionych lub $nie-
tych (Ouali i in. 2006). Proces apoptozy uruchamia sie wkrét-
ce po uboju lub $nieciu organizmu z udziatem przynajmniej
czterech wielo-enzymatycznych komplekséw proteolitycz-
nych (Sentandreu i in. 2002; Herrera-Mendez i in. 2006):

— kalpain - kilku form wewnatrzkomérkowych proteaz cy-
steinowych aktywowanych przez mili- i mikro-molarne ste-
Zenia jonéw wapnia;

— katepsyn - grupy lizosomalnych proteaz cysteinowych
(katepsyny B, L, H, S, K, F ) aktywnych w pH 5,2 - 6,8
i aspartylowych (katepsyny D i L) aktywnych w kwasnym
pH (3,0 - 5,0);

— kaspaz - kilkunastu rodzajéw peptydaz cysteinowych;

— proteasomow - multikatalitycznych struktur komorko-
wych o masie czasteczkowej 700000 Da.

Wysoka aktywno$¢ katepsyn D stwierdzono w mie$niach
wielu gatunkéw ryb (Nielsen, Nielsen 2001). Biorg one

udzial w metabolizmie biatek miofibrylarnych, szczegélnie
w okresie wedrowek i tarta, jak u ryb tososiowatych, gdy
cze$¢ biatek mie$ni zostaje uzyta do budowy gonad. Aktyw-
no$c¢ katepsyny D w mie$niach ryb jest w tym okresie wyzsza
niz w mie$niach zwierzat ladowych. Katepsyny D biorg takze
udziat w degradacji bialek mie$ni post mortem nawet, gdy
pH mies$ni wynosi 6,0 - 6,5, zatem daleko od optymalnego
dla tego enzymu zakresu pH (2,5 - 3,5) przyczyniajac sie do
zmiany tekstury mie$ni ryb. ObniZzenie pH $rodowiska
w marynatach znacznie ulatwia dziatanie ketepsyny D. Niel-
sen i Nielsen (2001), postugujac sie wysoce oczyszczonym
preparatem katepsyny D z mie$ni $ledzi, udowodnili, ze
enzym degraduje gtéwnie miozyne, aktyne i tropomiozyne
miofibrylli $ledzia i podobny jest w swym dziataniu do ka-
tepsyn D zwierzat ladowych.

Oprocz tych systeméw enzymatycznych w apoptozie moga
bra¢ udziat uwalniane z komoérek miekiszowych proteazy
serynowe, aktywne w neutralnym pH, powodujgc proteoli-
tyczna degradacje biatek miofibrylarnych, natomiast w me-
tabolizmie biatek tkanek facznych uczestniczy kilka metalo-
peptydaz. Stwierdzono, Ze przynajmniej w wypadku woto-
winy, unieczynnienie endogennych proteaz serynowych
mies$ni przy pomocy inhibitoréw tych proteaz spowolnito
dojrzewanie miesa wotowego, a przypuszczalnie zjawisko to
dotyczy takze mie$ni innych zwierzat. Aktywno$¢ peptydaz
serynowych i ich inhibitoréw uznaje sie za najbardziej mia-
rodajny wskaZnik prognostyczny, okreslajacy tempo doj-
rzewania miesa wotowego (Sentandreu i in. 2002).

Kotakowski i Bednarczyk (2002; 2003) oraz Kotakowski i in.
(2004) badali udziat enzymoéw lizosomalnych, katepsyn
ikalpain w procesie dojrzewania tuszek odgtowionego
i patroszonego $ledzia battyckiego w zalewach, o réznych
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stezeniach soli i kwasu octowego. Wspoétzalezno$¢ oddzia-
tywania soli, kwas6w organicznych, przypraw na proteoli-
tyczne dojrzewanie mie$ni, stan bezpieczenstwa mikrobio-
logicznego i atrakcyjno$¢ konsumpcyjng ryb solonych i ma-
rynowanych przedstawili Kotakowski i Kotakowska (2006);
Szymczak i in. (2009); Szymczak i Kotakowski (2012). Pro-
teolityczne procesy zachodzace w filetach i tuszkach mary-
nowanych ryb podczas kilku-tygodniowego okresu prze-
chowywania moga z uptywem czasu spowodowac pogorsze-
nie jako$ci wskutek nadmiernej degradacji biatek miofibry-
larnych i rozpadu tkanki, uwalnianie fragmentéw tkanki do
zalewy, powodujac jej zmetnienie, utrate jedrnosci, soczysto-
$ci, powstawanie maczystej tekstury, straty zwigzkéw azo-
towych przenikajacych do zalewy i zwiekszenie ilosci odpa-
déw do utylizacji.

Ograniczenie proteolizy dojrzatego juz miesa przez inhibito-
ry enzymé6w proteolitycznych powinno przedtuzy¢ kon-
sumpcyjng atrakcyjno$¢ marynowanych ryb, ograniczy¢
straty zwigzkéw azotowych dyfundujgcych do zalewy
i zmniejszy¢ ekologiczne obcigzenie. Majac na uwadze roz-
norodno$¢ enzymoéw, jakie moga uczestniczyé w proteoli-
tycznym procesie dojrzewania miesa, pozadany bylby ze-
staw inhibitoréw proteaz, zdolnych do inaktywacji rézno-
rodnych proteaz obecnych w mie$niach. Takie wielofunkcyj-
ne inhibitory enzyméw proteolitycznych posiadajg niektére
tkanki roslin uprawnych np. bulwy ziemniaka, nasiona soi
iinnych roslin motylkowatych (Jonakova i in. 1982; Pouvre-
auiin. 2001; Mosoloviin 2001; De Leo i in. 2002; Pouvreau
2004; Mosolov, Valueva 2005). Stuza one roslinom, jako biat-
ka zapasowe i modulatory metabolizmu wtasnych biatek, jako
czynniki anty-zywieniowe i obronne, chronigce przed atakiem
szkodnikéw ro$linozernych i mikroorganizméw patogennych.
Roslinne inhibitory proteaz znajduja zastosowanie w prze-
tworstwie zywnosci, jako substancje chroniagce surowce przed
niepozadang autoproteoliza, np. przy wytwarzaniu surimi,
przetwarzaniu morskich skorupiakéw i mieczakéw (Garcia-
Carreno 1996). Niektére formy ziemniaczanych inhibitoréw
proteaz zdolne s3 do inaktywacji kilku rodzajéw proteaz, np.:
trypsyny 1 chymotrypsyny; trypsyny ielastazy; trypsyny
i peptydaz cysteinowych (papainy, katepsyn B i L); trypsyny
i peptydazy aspartylowej (katepsyny D), a niektére ponadto
majg cechy antyoksydantéw i peptydéw antydrobnoustrojo-
wych (Mares i in. 1989; Rowan i in. 1990; Ishikawa i in. 1994;
Valueva i in. 1997; Gruden i in. 1997). Grupa ziemniaczanych
inhibitoréw proteaz wykazywata powinowactwo wobec ka-
tepsyny D z mie$ni troci (Busse, Belitz 1976).

Cel badan

Celem badan byto ustalenie, czy obecne w bulwach ziem-
niaka biatkowe inhibitory trypsyny, posiadajgce zarazem
zdolno$¢ hamowania aktywnos$ci innych peptydaz, oddzia-
tuja na endogenne peptydazy tkanki mie$niowej maryno-
wanych $ledzi iczy moga ogranicza¢ dyfuzje peptydéw
z tkanki mie$niowej do zalewy.

Materiatl i metody
Ryby

Surowcem do badan byly $ledzie battyckie zlowione
w poblizu Kotobrzegu w dwu terminach zimg 2005 r.. Ryby
otrzymano w fazie zanikajgcego juz stezenia po$miertnego.

Po odgtowieniu, wypatroszeniu i umyciu, podzielono ptaty
na dwa filety. Jeden filet rybny stanowit prébe kontrolng,
adrugi filet traktowano preparatem inhibitorow proteaz
wedtug schematu (tab. 1), umieszczajac 150 g porcje filetow
i 150 ml zalewy w stoikach o objetos$ci 300 ml i przechowu-
jac je w temp 6 - 10°C przez 3 miesigce.

Tabela 1. Schemat przygotowania materiatu do badan

Table 1. Arrangement of experiments

Termin potowu; Preparat Thlb.ltorow Ilos¢ prob kazda po 0,15 kg;
Time of caught proveas Number of
5 Protease inhibitors samples 0.15 kg each
Zima I- grudzien; 6
Winter I - December
Zima I- grudzien; . 6
Winter I - December
Zima Il - styczen; 6
Winter II - January
Zima Il - styczen; . 6
Winter II - January

Skilad zalewy

Zalewa zawierata ocet (5%), s6l kuchenng (5%), cukier
(0,5%) oraz przyprawy: (1 gatka ziela angielskiego, % liscia
laurowego i 1/4 pokrojonej gtéwki cebuli na 150 ml porcje
zalewy w stoiku o objetos$ci 300 ml. Po zagotowaniu i ostu-
dzeniu zalewy do cze$ci zalewy dodano preparat inhibito-
row proteaz uzyskujac 0,05 % stezenie biatek inhibitoro-
wych w zalewie.

Preparat inhibitoréw proteaz

Inhibitory proteaz izolowano z soku roztartych recznie bulw
ziemniaka odmiany Baszta metoda chromatografii powino-
wactwa na ztozu Sepharose 4B z immobilizowana przy pomo-
cy bromocyjanu trypsyna wotowa (Sigma) (Przewodowski
iin. 2007). Izolowanie inhibitoréw polegato na precypitacji
nieinhibitorowych biatek soku bulw przez obnizenie pH soku
do 3,5, dializie otrzymanego roztworu wobec 0,1 M buforu
octanowego w tym samym pH celem usuniecia zwigzkow
fenolowych. Nastepnie dializowany sok doprowadzano do pH
7,8 dodajac Tris (in substantia) i przesaczano przez ztoze
chromatograficzne zréwnowazone do takiego samego
pH buforem cytrynianowym. Biatka nie adsorbujace sie na
ztozu wymywano 0,1M buforem cytrynianowym o pH 6,0 az
do zaniku absorbancji przy 280 nm w wyptywie ze zloza.
Zwiazane z trypsyna biatka inhibitorowe wypierano roztwo-
rem 0,005 M HCl z dodatkiem 0,4% NaCl. Otrzymany roztwoér
biatek neutralizowano, dializowano, wyjatawiano przez filtra-
cje na filtrze poliweglanowym o porowatosci 0,2 um (Ultra-
por) i przechowywano w postaci zliofilizowanej. Ocene ak-
tywnosci inhibitorowej preparatu wobec poszczegoélnych
proteinaz wykonano tak jak Pouvreau (2004).

Ocena cech organoleptycznych marynaty

Po 3-miesiecznym okresie przechowywania marynat
w temperaturze 6 - 12°C, filety umieszczano na lejku wy-
$cielonym propylenowa siatka na owady, az do catkowitego
odciekniecia zalewy. Filety wazono i mierzono objetos¢
zalewy celem skorygowania zmian masy i objetosci zacho-
dzacych podczas procesu marynowania i przechowywania.
Ocena cech organoleptycznych filetéw i zalewy dotyczyta
nastepujgcych wtasciwosci:
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— mieso - zapach, barwa, smak, tekstura, wyglad;

— zalewa - zapach, barwa, smak, klarowno$c.

Ocene te przeprowadzano oddzielnie po otwarciu kazdego
stoika marynaty. Ocene organoleptyczng przeprowadzit ze-
spot trzech oséb. Kazda z tych oséb oceniata indywidualnie
wszystkie cechy organoleptycznie przyjmujac skale od 1 do
5 (najnizsze ocena = 1; najwyzsza ocena = 5). Srednie arytme-
tyczne ocen indywidualnych daty konicowa ocene cech orga-
noleptycznych filetow i zalewy.

Oznaczenie zawartosci zwigzkéw azotowych

Zawarto$¢ zwigzkow azotowych oznaczano metoda Kjeldahla
w aparacie Biichi. Do analizy catkowitej zawarto$ci zwigzkow
azotowych pobierano po 5 ml odcieknietej zalewy, ktdra
przedtem ujednorodniono przez 20 sekundowg homogeniza-
cje w turbinowym homogenizatorze IKA. Ponadto, w zalewie
oznaczano zawarto$¢ zwigzkéw azotowych rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych w 5% kwasie tréjchlorooctowym. Prébki
zalewy (10 ml) i takie same objetosci 10% kwasu trdjchloro-
octowego zmieszano i pozostawiano na 20 minut, a nastepnie
stragcone w 5% TCA substancje peptydowe oddzielano przez
filtracje na saczku bibutowym (Kotakowski i in. 2004). Wyniki
oznaczen zawarto$ci zwigzkdw azotowych w poszczegélnych
probach analizowano testem ¢ Studenta.

Wyniki

Inhibitory proteaz

W sktad preparatu wchodzily biatka hamujgce aktywnosé¢
trypsyny, chymotrypsyny, subtylizyny i subtylopeptydazy,
katepsyny D, katepsyn cysteinowych. Biatka preparatu inhibi-
torow dzielily sie podczas elektroforezy w 7% zelu poliakry-
loamidowym na 8 frakcji (Przewodowski i in. 2007). Roztwdr
wodny preparatu nie ulegat ciemnieniu posiadat neutralny
smak i zapach bez wyczuwalnego zapachu typowego dla
ziemniaka. Roztwoér preparatu przechowywany przez rok
i dtuzej w buforze fosforanowym lub octanowym pozostawat
klarowny i wolny od bakterii i grzybéw, ktére zwykle zasie-
dlaja takie roztwory buforowe juz po kilku miesigcach. Wska-
zuje to na obecno$¢ w preparacie biatka inhibitorowego wo-
bec peptydaz i zarazem o hamowaniu wzrostu mikroorgani-
zmdw przez biatka preparatu.

Marynaty

Filety w zalewie z dodatkiem inhibitoréw proteaz i bez inhibi-
toréw proteaz nie réznity sie od siebie pod wzgledem dojrza-
osci konsumpcyjnej i innych wtasciwosci organoleptycznych
z wyjatkiem nieco lepszej jedrnosci zwartosci miesa w zale-
wach z dodatkiem inhibitoréw.

Zalewy obu prob marynat réznity sie istotnie zawarto$cia
zwigzkow azotowych (Tabela 2 i 3). W zalewach z dodatkiem
inhibitorow zawarto$¢ zwigzkéw azotowych byla o okoto
40% mniejsza niz w marynatach tradycyjnych. Réwniez od-
mienne byly proporcje zwigzkéw azotowych nierozpuszczal-
nych i rozpuszczalnych w 5% TCA. W zalewach z marynat
tradycyjnych proporcje te byty jak 1:2, natomiast w obecnosci
inhibitoréw byty jak 1:1 (Tabela 2 i 3), co $wiadczy o spowol-
nieniu proteolizy w obecnosci dodanych inhibitoréow.

Tabela 2. Procentowe zawartosci azotu biatkowego i w zalewie bez dodatku
inhibitoréw proteaz.

Table 2. Quantities of nitrogen compounds in brine without protease inhibitors

Powtdrzenia; Srednia
Samples i odch. stand,;
1|2 |3(4|5]|6 %
Formy azotu; Mean Stand.
Nitrogen fraction Dev.
I termin potowu;
Caught No 1

N catkowity; 2,0 |2,01]2,06{2,03|1,89|2,03| 2.003 £ 0,059a | 100
Total Nitrogen

N-TCA nierozpuszcz;|(,68|0,69(0,71|0,70|0,63|0,66
TCA unsoluble N

0,678+0,026 |33,8

NTCArozpuszcz; |131(1,33(1,34(1,34(1,25/1,38
TCA-soluble N

1,325+0,043 |66,15

II termin potowu;
Caught No 2

N catkowity;  |1,95(1,93(1,97(2,01(1,95(1,94| 1,958 + 0,028a | 100
Total Nitrogen

N TCA nierozpuszcz; | 0 65|0,64|0,67|0,68/0,66/0,66
TCA unsoluble N

0,660+0,014 | 33,7

NTCArozpuszcz; |1,30(1,281,29(1,34(1,29(1,28
TCA soluble N

1,296 £ 0,020 (66,19

Tabela 3. Procentowe zawartosci azotu biatkowego w zalewie z dodatkiem
inhibitoréw proteaz.

Table 3. Quantities of nitrogen compounds in brine amended with protease
inhibitors

Powtdrzenia; Srednia
Samples i odch. stand,;
1|2|3|4|5]|6 %
Formy azotu; Mean Stand.
Nitrogen fraction Dev.
I termin potowu;
Caught No 1
Neatkowity; |- ety 300 12 |1,27]1,24(1,23| 1,25+0,034b | 100
Total Nitrogen
N-TCA nierozpuszcz;|(,62(0,66(0,59(0,62|0,64{0,61| 0,623 + 0,024 [49,84
TCA unsoluble N
NTCArozpuszcz; |0,64/0,65|0,630,66/0,61{0,62| 0,635+0,018 |50,8
TCA-soluble N
II termin potowu;
Caught No 2

N catkowity;  |12311,20(1,23(1,25(1,22(1,24| 1,230 £ 0,017 b | 100
Total Nitrogen

N TCA nierozpuszcz; |0 64|0,62|0,61|0,650,63|0,64
TCA unsoluble N

0,631+0,014 51,3

NTCArozpuszcz; |0,58(0,59|0,64|0,63|0,60(0,62
TCA soluble N

0,610+0,023 | 49,6

a; b - te same litery oznaczajq wartosci na statystycznie nieistotne réznice
przy p = 0,05

a; b - the same letters indicate the differences not statistically significant
atp=0,05
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Podsumowanie

Spowolnienie proteolizy dotyczy raczej biatek dyfundujacych
z tkanki miesniowej do zalewy w pézZniejszych stadiach doj-
rzewania miesa, poniewaz pierwszy okres dojrzewania (po-
czatkowe 2 tygodnie) przebiegal podobnie w obu prébach
marynat. Wynika to prawdopodobnie z przewagi stymulacji
procesu proteolizy przez znacznie szybciej wnikajace do mie-
$ni niskoczasteczkowe substancje (kwas octowy i sél) nad
dziatajagcymi przeciwstawnie, lecz znacznie wolniej dyfundu-
jacymi duzymi biatkami inhibitorowymi. RozluZnienie tekstu-
ry miesni osiggane w pierwszych stadiach autolizy przypusz-
czalnie utatwia wnikanie inhibitoréw do mie$ni i ogranicza
/modyfikuje proces proteolizy. Spowolnienie proteolizy przez
inhibitory proteaz, przynajmniej w powierzchniowej war-
stwie dojrzatych marynat, moze zmniejsza¢ dyfuzje biatek do
zalewy a tym samym zmniejsza¢ ubytki biatek w miesie ma-
rynowanych ryb i ograniczy¢ ekologiczne ucigzliwosci prze-
tworstwa rybnego. Straty zwigzkéw azotowych podczas ma-
rynowania i solenia Sledzi mogg siega¢ 20 - 25% zaleznie od
stosowanej technologii i rodzaju surowca (Szymczak, Kota-
kowski 2012). Podstawowe czynniki wptywajace na proces
marynowania to: steZenie soli, steZenie i rodzaj kwasu, tempe-
ratura, dobér surowca (Kotakowski, Kotakowska 2004). Jed-
nak czynniki te s3 stosowane w ograniczonym przedziale
stezen i wartos$ci ze wzgledu na ich role w ksztattowaniu bez-
pieczenstwa sanitarnego, cech sensorycznych, trwatosci pro-
duktu. Inhibitory proteaz mozna rozpatrywa¢, jako czynnik
dodatkowo oddziatywujacy na niektére cechy produktu takie
jak: przedtuzenie przydatnosci konsumpcyjnej marynat, wy-
korzystania antydrobnoustrojowej aktywnosci biatek inhibi-
torowych dla polepszenia bezpieczenstwa sanitarnego, anty-
oksydacyjne wiasciwosci inhibitoréw bogatych w cysteine.
Obecnos¢ w bulwach ziemniaka biatka antydrobnoustrojowe-
go i antypeptydazowego stwierdzita Valueva i in. (1997),
Kimiin. (2005), Park i in. (2005). Desorbowane z $cian ko-
morkowych bulw ziemniaka (z wycierki) peptydy ograniczajg
wzrost bakterii i grzybow patogennych dla roslin ziemniaka
(Pilecka i in. 2000), a takze bakterii Listeria monocytogenes
niebezpiecznych dla zdrowia ludzi (Barnyk 2007).

Sygnalizowane wstepnie w tej pracy potencjalne mozliwosci
wykorzystania ro$linnych biatkowych inhibitoréw proteaz
w przetworstwie rybnym wymagaja przeprowadzenia szcze-
gbétowych badan technologicznych i analizy optacalnosci izo-
lowania i stosowania inhibitoréw proteaz.
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