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Artyku³ przegl¹dowy Review

O mo¿liwo�ci wykorzystania wysokiego ci�nienia
w przemy�le ¿ywno�ciowym decyduj¹ dwa czynniki.
Pierwszy z nich to zapewnienie skutecznej inaktywa-
cji drobnoustrojów patogennych dla cz³owieka oraz
drobnoustrojów powoduj¹cych psucie ¿ywno�ci. Z ko-
lei drugim czynnikiem warunkuj¹cym zastosowanie
wysokiego ci�nienia jest zachowanie po¿¹danych cech
sensorycznych ¿ywno�ci. Wiadomo, ¿e na ogó³ zwi¹zki
o ma³ej masie cz¹steczkowej, w�ród nich substancje
zapachowe, barwniki lub biologicznie aktywne cz¹-
steczki, w tym witaminy, pozostaj¹ nienaruszone. Z ko-
lei zmiany w strukturze innych sk³adników, jak na przy-
k³ad w bia³kach, w tym enzymatycznych, zachodz¹ce
pod wp³ywem dzia³ania wysokiego ci�nienia, w nie-
których przypadkach mog¹ ograniczaæ przydatno�æ tej
metody do utrwalania lub ³agodnego przetwarzania
¿ywno�ci, natomiast w innych efekt ten mo¿e byæ ko-
rzystny w kszta³towaniu jej w³a�ciwo�ci funkcjonal-
nych.

W warunkach wysokoci�nieniowych zmienia siê
aktywno�æ endogennych enzymów. W zale¿no�ci od
ci�nienia i temperatury niektóre enzymy mog¹ zostaæ
aktywowane, inne z kolei inaktywowane, co mo¿e
wp³ywaæ w sposób korzystny lub niekorzystny na tek-
sturê, smakowito�æ i barwê produktów ¿ywno�cio-

wych. Efekty te s¹ zale¿ne od w³a�ciwo�ci enzymu,
jego pochodzenia, a tak¿e warunków �rodowiska.
Dobór parametrów procesu ci�nieniowania powinien
zatem uwzglêdniaæ równie¿ wp³yw wysokiego ci�nie-
nia na te sk³adniki produktów ¿ywno�ciowych. W po-
ni¿szym krytycznym przegl¹dzie pi�miennictwa przed-
stawiono wra¿liwo�æ enzymów wystêpuj¹cych w miê-
sie na dzia³anie wysokiego ci�nienia.

Wp³yw wysokiego ci�nienia
na endogenne enzymy proteolityczne miêsa

Miêso jest �ród³em licznych enzymów proteolitycz-
nych. Pe³ni¹ one wa¿n¹ rolê w procesie dojrzewania
miêsa zwierz¹t sta³ocieplnych. Wskutek ograniczonej
i selektywnej enzymatycznej proteolizy w czasie doj-
rzewania zachodz¹ zmiany w strukturze miêsa, w bia³-
kach tkanki ³¹cznej i w niektórych bia³kach miofibry-
larnych. Fragmentacja miofibryli miêsa zwierz¹t sta³o-
cieplnych jest dodatnio skorelowana z jego krucho�ci¹
po obróbce cieplnej. W przypadku miêsa ryb degrada-
cja bia³ek miofibrylarnych prowadzi do obni¿enia jego
jako�ci (47).

Istnieje kilka teorii dotycz¹cych mechanizmu kru-
szenia miêsa. Wed³ug jednych autorów (11, 21), g³ów-
n¹ rolê w kruszeniu miêsa odgrywaj¹ kalpainy � enzy-
my, których aktywno�æ zale¿y od stê¿enia jonów wap-
nia w cytozolu. Z kolei Takahashi (48) w swej �wap-
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niowej teorii tenderyzacji� udowadnia, ¿e ju¿ sama
obecno�æ 0,1 mM jonów wapnia jest wystarczaj¹ca,
aby zachodzi³y zmiany w strukturze miêsa, prowadz¹-
ce do zmniejszenia jego twardo�ci, takie jak: os³abie-
nie linii Z i wi¹zañ pomiêdzy aktyn¹ i miozyn¹ oraz
fragmentacja w³ókien titinowych i nebulinowych. Jed-
nak¿e najbardziej rozpowszechnion¹ teori¹ jest ta,
w której uwa¿a siê, ¿e za ograniczon¹ hydrolizê bia-
³ek miêsa post mortem odpowiedzialne s¹ dwa syste-
my proteolityczne: kalpainy oraz katepsyny (15, 35).

Traktowanie miêsa w stanie rigor mortis podwy¿-
szonym ci�nieniem powoduje szereg zmian, które pro-
wadz¹ do przyspieszenia procesu tenderyzacji. Wyso-
kie ci�nienie powoduje uszkodzenia retikulum sarko-
plazmatycznego (SR) i mitochondriów, w wyniku cze-
go nastêpuje wyciek jonów wapnia. Wzrost stê¿enia
tych jonów w przestrzeni miêdzykomórkowej, zgod-
nie z teori¹ Takahashi (48), mo¿e byæ przyczyn¹ szyb-
szych przemian podczas dojrzewania miêsa. Jedno-
cze�nie wzrost ilo�ci Ca2+ i uszkodzenie lizosomów
w warunkach ci�nieniowych prowadzi do zwiêksze-
nia aktywno�ci, odpowiednio, kalpain i katepsyn, i w
konsekwencji równie¿ wp³ywa na proces tenderyzacji
miêsa.

Kalpainy
Kalpainy to wewn¹trzkomórkowe, obojêtne protei-

nazy, aktywowane jonami wapnia, nale¿¹ce do grupy
cysteinowych endopeptydaz. W zale¿no�ci od opty-
malnego stê¿enia jonów wapnia wyró¿nia siê µ-kal-
painy (kalpainy 1), m-kalpainy (kalpainy 2) oraz
µ/m-kalpainy. Dwie pierwsze znajduj¹ siê w komór-
kach miê�niowych wszystkich krêgowców, natomiast
µ/m-kalpainy wystêpuj¹ jedynie w miê�niach drobiu
(41). Stê¿enie jonów wapnia, przy którym zachodzi
aktywacja m-kalpain wynosi 1-2 mM, natomiast µ-kal-
painy wymagaj¹ do tego celu jedynie 10-40 µM Ca2+.
Do kalpain zalicza siê tak¿e inne homologii kalpain 1
i 2, np. proteazê nCI-1 (nazywan¹ kalpain¹ 3 lub p94)
oraz proteazê nCI-2 (tzw. kalpainê 4). Kalpainy hyd-
rolizuj¹ tropiomiozynê, troponinê T, troponinê I, bia³-
ko C, konektynê i desminê, filaminê, titinê, desminê, wi-
kulinê i gelsolinê oraz ciê¿kie ³añcuchy miozyny (14, 46).

Aktywno�æ kalpain w miêsie regulowana jest przez
kalpastatynê � ich specyficzny inhibitor, obecny we
wszystkich kompartmentach komórek (40). Wyró¿nia
siê dwie izoformy kalpastatyny: 1 i 2, które hamuj¹
aktywno�æ, odpowiednio, µ-kalpain i m-kalpain. Praw-
dopodobnie kalpastatyna 1 jest form¹ zdefosforylowa-
n¹, natomiast kalpastatyna 2 ufosforylowan¹. Aktywa-
cja kalpain nastêpuje w wyniku ich autolizy. Kalpa-
statyna zapobiega temu procesowi, hamuj¹c w ten spo-
sób katalityczn¹ aktywno�æ autolizowanych kalpain
oraz wspó³zawodniczy z tym bia³kiem podczas jego
³¹czenia z b³on¹ komórkow¹ w obecno�ci fizjologicz-
nego stê¿enia jonów wapnia. Kalpainy znajduj¹ siê
w miê�niu w cytoplazmie i b³onach komórkowych.
m-Kalpainy w wiêkszo�ci zlokalizowane s¹ w cyto-

zolu, podczas gdy µ-kalpainy zwi¹zane s¹ w 70%
z miofibrylami (40). W ten sposób µ-kalpainy maj¹
lepszy dostêp do substratu i s¹ bardziej odporne na
hamuj¹ce dzia³anie kalpastatyny (5). Chéret i wsp. (10)
wykazali, ¿e aktywno�æ kalpain jest porównywalna
w miêsie okonia i bydlêcym, natomiast aktywno�æ
kalpastatyny jest ok. 4 razy wiêksza w miêsie ryby ni¿
w miêsie bydlêcym. Wg autorów jest to g³ówn¹ przy-
czyn¹ wiêkszego zaanga¿owania kalpain w proteolizê
bia³ek miêsa bydlêcego post mortem ni¿ bia³ek ryb.

Wp³yw wysokiego ci�nienia na aktywno�æ kalpain
zale¿y od jego wielko�ci, a tak¿e od zmian, jakie za-
chodz¹ w tych warunkach w aktywno�ci kalpastatyny
i w bia³kach tkanki miê�niowej. W umiarkowanych
ci�nieniach (100-150 MPa) ogólna aktywno�æ kalpain
w miêsie okonia i królika praktycznie nie zmienia siê
(9, 14). Stwierdzono natomiast, ¿e w tych warunkach
nastêpuje modyfikacja struktury bia³ek miofibrylar-
nych, przez co zwiêksza siê ich podatno�æ na enzyma-
tyczn¹ hydrolizê. Podczas przechowywania przez 2 dni
ci�nieniowanego miêsa okonia w warunkach ch³odni-
czych aktywno�æ tych enzymów zwiêksza siê, a na-
stêpnie podczas dalszego przechowywania obni¿a siê.
Wed³ug Chéret i wsp. (8), ten pocz¹tkowy wzrost ak-
tywno�ci kalpain mo¿e byæ spowodowany uwolnie-
niem jonów wapnia z SR i mitochondriów po ci�nie-
niowaniu. Spadek aktywno�ci podczas dalszego prze-
chowywania nastêpuje prawdopodobnie w wyniku ich
autolizy spowodowanej ci¹g³ym wzrostem stê¿enia
jonów wapnia w cytozolu. Traktowanie miêsa okonia
wy¿szym ci�nieniem � 300 MPa � powoduje drastycz-
ne zmniejszenie aktywno�ci kalpain bezpo�rednio po
zakoñczonym procesie ci�nieniowania, o ok. 70% (8).
Podobny efekt wywiera ci�nienie na kalpainy znajdu-
j¹ce siê w miêsie królika (14) i ³ososia (23).

Wyizolowane z miê�ni królika i czê�ciowo oczysz-
czone µ-kalpainy s¹ bardziej wra¿liwe na dzia³anie
ci�nienia w porównaniu z enzymami traktowanymi
ci�nieniem w miêsie. Aktywno�æ µ-kalpain w ekstrak-
cie spada gwa³townie ju¿ po ci�nieniowaniu w 100
MPa, a ca³kowita inaktywacja zachodzi po traktowa-
niu ci�nieniem 200 MPa. Z kolei aktywno�æ izolowa-
nych i czê�ciowo oczyszczonych m-kalpain pozostaje
niezmieniona po dzia³aniu ci�nienia 200 MPa, nato-
miast ci�nienie 300 MPa powoduje obni¿enie ich ak-
tywno�ci o 90% (14).

Ci�nienie wp³ywa równie¿ na aktywno�æ kalpasta-
tyny. Wed³ug Homma i wsp. (14), kalpastatyna w miê�-
niach królika wykazuje wiêksz¹ wra¿liwo�æ na inak-
tywacjê ni¿ kalpainy, gdy¿ w wyniku dzia³ania ci�nie-
nia 100 MPa zachowuje jedynie 40% swojej pierwot-
nej aktywno�ci, a jej ca³kowita inaktywacja zachodzi
ju¿ przy ci�nieniu 200 MPa. Prawdopodobnie aktyw-
no�æ kalpastatyny nie zmniejsza siê tylko wskutek jej
degradacji wywo³anej wysokim ci�nieniem, ale rów-
nie¿ poprzez jej rozk³ad przez kalpainy, które w umiar-
kowanych ci�nieniach s¹ aktywowane poprzez wzrost
stê¿enia Ca2+ w cytozolu (14).
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Katepsyny
Katepsyny to hydrolazy wystêpuj¹ce w lizosomach,

do których nale¿y 13 ró¿nych egzo- i endopeptydaz.
Ze wzglêdu na budowê miejsca aktywnego katepsyny
mo¿na podzieliæ na proteazy: asparaginowe, cysteinowe,
serynowe i metaloproteazy. Po �mierci katepsyny mo-
g¹ byæ uwolnione do cytozolu i przestrzeni zewn¹trz-
komórkowych na skutek uszkodzenia lizosomów, które
nastêpuje w wyniku nag³ego spadku pH. Wiêkszo�æ
katepsyn znajduj¹cych siê w miê�niach hydrolizuje
bia³ka frakcji miofibrylarnej, dlatego, wed³ug nie-
których autorów, enzymy te bior¹ udzia³ w procesie
dojrzewania miêsa (22, 52). Chocia¿ dla wiêkszo�ci
miê�niowych katepsyn optymalne pH wystêpuje w za-
kresie 3÷4, to mog¹ one jeszcze wykazywaæ stosun-
kowo du¿¹ aktywno�æ w mniej kwa�nym �rodowisku
� pH 5÷7. Efektywno�æ dzia³ania poszczególnych
katepsyn mo¿e byæ potêgowana w obecno�ci innych
enzymów lizosomalnych, co wynika z tego, ¿e jedne
katepsyny przygotowuj¹ w tkance miê�niowej substra-
ty dla innych. G³ówne katepsyny tkanki miê�niowej
to: katepsyna B, L, H, i D.

Katepsyna D � aspartylowa endoproteaza hydroli-
zuje wi¹zania peptydowe miêdzy hydrofobowymi resz-
tami aminokwasów w bia³kach do polipeptydów i di-
peptydów. Katepsyna D wyizolowana z tkanki miê�-
niowej ró¿nych zwierz¹t ró¿ni siê m.in. mas¹ cz¹stecz-
kow¹, optymalnym pH oraz wra¿liwo�ci¹ na niektóre
inhibitory. Zawarto�æ tego enzymu w miê�niach ryb
jest ok. 10 razy wiêksza ni¿ w miê�niach zwierz¹t sta-
³ocieplnych (13). Wg Gildberga i wsp. (13), wiêksze
stê¿enie enzymu w miêsie ryb prawdopodobnie wy-
równuje jego mniejsz¹ aktywno�æ wynikaj¹c¹ z ni¿-
szej temperatury ich bytowania. Katepsyna D wyka-
zuje maksymaln¹ aktywno�æ wobec hemoglobiny
w �rodowisku kwa�nym (optymalne pH waha siê
w granicach 2,5-4,3) i zale¿y od temperatury (54). St¹d
czêsto uwa¿a siê, ¿e nie ma ona znaczenia w po�miert-
nych zmianach struktury miêsa i bia³ek. Jednak¿e
stwierdzono, ¿e katepsyna D z miêsa bydlêcego wy-
kazuje jeszcze ok. 40÷75% maksymalnej aktywno�ci
nawet przy pH 7 w stosunku do bia³ek sarkoplazma-
tycznych (12). Katepsyna D z tkanki miê�niowej ryb
przejawia maksymaln¹ aktywno�æ w zakresie tempe-
ratury 40-50°C i w odró¿nieniu od homologicznego
enzymu z miêsa zwierz¹t sta³ocieplnych jest jeszcze
aktywna w ok. 20% w 0°C (20).

Wed³ug Aoki i Ueno (1), do najaktywniejszych en-
zymów w�ród katepsyn nale¿y katepsyna L � endo-
peptydaza tiolowa (EC 3.4.22.15). Enzym ten powo-
duje degradacjê najwiêkszej liczby ró¿nych bia³ek
miofibrylarnych. Hydrolizuje ciê¿kie i lekkie ³añcu-
chy miozyny, aktynê, troponinê T, troponinê I, á-akty-
ninê, titinê, nebulinê (29). Katepsyna L jest aktywna
w szerokim zakresie pH od 3,0 do 6,5. (46). Jej ak-
tywno�æ w miêsie ryb jest ok. 4 razy wiêksza ni¿ w miê-
sie bydlêcym (10).

Katepsyna B (EC 3.4.22.1) nale¿y do grupy proteaz
cysteinowych, które wykazuj¹ optimum aktywno�ci
w pH ok. 6 w temperaturze 55°C (45). Wraz z katep-
synami typu L i H bierze udzia³ w procesach degrada-
cji bia³ek podczas katabolizmu komórki (2). W miê-
sie powoduje ona degradacjê ciê¿kich ³añcuchów mio-
zyny i jest zdolna do hydrolizy aktyny, nienaruszonych
miofibryli i kolagenu. Katepsyny L i B pogarszaj¹ ja-
ko�æ surimi z ryb. Enzymy te powoduj¹, ¿e ¿ele staj¹
siê mniej twarde. Wiêksz¹ rolê w tym procesie pe³ni
katepsyna L, poniewa¿ znacznie bardziej degraduje
bia³ka tworz¹ce strukturê ¿elu ni¿ katepsyna B (1, 26).

Katepsyny wykazuj¹ zró¿nicowan¹ wra¿liwo�æ na
dzia³anie wysokiego ci�nienia. Enzymy pochodz¹ce
z miêsa ryb bytuj¹cych w zimnych wodach s¹ bardziej
wra¿liwe na wysokie ci�nienie ni¿ ich odpowiedniki
znajduj¹ce siê miêsie zwierz¹t lub z ryb bytuj¹cych
w ciep³ych wodach (4). Ci�nienia w zakresie 100-300
MPa zazwyczaj zwiêkszaj¹ aktywno�æ katepsyn miê-
sa zwierz¹t sta³ocieplnych. Jest to wynikiem uwolnie-
nia tych enzymów z lizosomów wskutek uszkodzeñ
b³ony lizosomalnej wywo³anych dzia³aniem ci�nienia
(33). Wed³ug wiêkszo�ci autorów, katepsyna D pocho-
dz¹ca z ró¿nych �róde³ wykazuje najwiêksz¹ aktyw-
no�æ wobec hemoglobiny bezpo�rednio po dzia³aniu
ci�nienia 300 MPa (8, 9, 24). Jung i wsp. (16) wyka-
zali, ¿e aktywno�æ tego enzymu w miêsie bydlêcym
nawet po dzia³aniu ci�nienia 520 MPa jest o ok. 3 razy
wiêksza ni¿ w miêsie nie traktowanym ci�nieniem.
Podczas przechowywania ci�nieniowanego miêsa
w warunkach ch³odniczych przez 20 dni aktywno�æ ka-
tepsyny D zmniejsza siê, jednak¿e jest i tak wy¿sza
ni¿ w miêsie nieci�nieniowanym (17). De Lamballe-
rie-Anton i wsp. (24) wykazali, ¿e dzia³anie ci�nienia
od 100 do 500 MPa powoduje, ¿e bia³ka miofibrylar-
ne staj¹ siê bardziej podatne na dzia³anie katepsyny D
wyizolowanej z miêsa bydlêcego. Najwiêksza enzy-
matyczna hydroliza tych bia³ek nastêpuje po uprzed-
nim traktowaniu ich ci�nieniem 300 MPa. W przypad-
ku, gdy ci�nieniem traktowane s¹ jednocze�nie katep-
syna D i bia³ka miofibrylarne, najwiêksze przemiany
nastêpuj¹ po ci�nieniowaniu 170 MPa. Przy ci�nie-
niach wy¿szych, 300 MPa, hydroliza bia³ek miofibry-
larnych zachodzi ju¿ w du¿o mniejszym stopniu, a przy
500 MPa zostaje ca³kowicie zatrzymana.

Równie¿ katepsyny B i L miêsa okonia s¹ odporne
na dzia³anie zwiêkszonego ci�nienia do 500 MPa i po-
dobnie jak w przypadku katepsyny D ich aktywno�æ
zmniejsza siê tylko nieznacznie podczas przechowy-
wania w warunkach ch³odniczych (8, 9, 43). W przy-
padku katepsyny C Ashie i Simpson (4) stwierdzili,
¿e enzym ten w miêsie bydlêcym zachowuje ca³kowi-
cie swoj¹ aktywno�æ po dzia³aniu ci�nienia 300 MPa,
natomiast w miêsie tasergala w tych warunkach traci
ok. 90% swojej aktywno�ci. Jednak¿e podczas prze-
chowywania w temp. 4°C aktywno�æ tego enzymu
ponownie zwiêksza³a siê i po 21 dniach wynosi³a ok.
60% aktywno�ci pocz¹tkowej.
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Wp³yw wysokiego ci�nienia na inne enzymy miêsa
ATPazy i enzymy zwi¹zane z rozk³adem glikoge-

nu. ATPazy Ca2+ to enzymy transportuj¹ce jony wap-
nia z sarkoplazmy do SR w komórkach miê�niowych.
Stanowi¹ one 80% bia³ek b³onowych SR, które wi¹¿e
jony Ca2+ w czasie spoczynku miê�ni i uwalnia je do
sarkoplazmy w chwili dotarcia impulsu nerwowego,
wywo³uj¹c skurcz miê�nia. Ci�nienia rzêdu 100-150
MPa (5 minut, 35°C) powoduj¹ uszkodzenie b³ony SR,
inaktywacjê ATPaz, jak równie¿ kalsekwestryny, bia³ka
regulacyjnego, zdolnego do odwracalnego wi¹zania
du¿ych ilo�ci jonów wapnia, w ró¿nych miê�niach
wielu gatunków zwierz¹t sta³ocieplnych, zarówno
w stanie pre-, jak i post-rigor. W przypadku miê�ni
bia³ych szybko kurczliwych zmiany te s¹ du¿o wiêk-
sze ni¿ w przypadku miê�ni czerwonych wolno kurcz-
liwych Mo¿e to wynikaæ z faktu, ¿e w normalnych wa-
runkach zarówno ilo�æ SR, jak i aktywno�æ ATPazy
Ca2+ w miê�niach czerwonych jest du¿o ni¿sza ni¿
w miê�niach bia³ych (7).

Miozyna jest bia³kiem sk³adaj¹cym siê z sze�ciu
³añcuchów polipeptydowych � dwóch g³ównych ³añ-
cuchów, zwanych ciê¿kimi oraz czterech lekkich. Dwa
g³ówne ³añcuchy s¹ zwiniête w czê�ci C-koñcowej,
tworz¹c strukturê zwan¹ g³ówk¹. G³ówka miozyny jest
zdolna do hydrolizy ATP w obecno�ci jonów wapnia.
Aktywno�æ ATPazowa miozyny zmniejsza siê po trak-
towaniu wysokim ci�nieniem wskutek zmian zacho-
dz¹cych w konformacji tego bia³ka. Ko i wsp. (19)
wykazali, ¿e ci�nienie 100 MPa obni¿a aktywno�æ
ATPazow¹ miozyny pochodz¹cej z miêsa tilapii o 33%.
Po dzia³aniu wy¿szych ci�nieñ 150 i 200 MPa, ATPa-
za wykazywa³a, odpowiednio, 26% i 12% swojej pier-
wotnej aktywno�ci.

Traktowanie wysokim ci�nieniem miê�ni w stanie
pre-rigor zwykle prowadzi do szybkiego spadku pH
i intensywnego skurczu miê�nia. Wielko�æ tych zmian
zale¿y od czasu dzia³ania ci�nienia, temperatury oraz
rodzaju miê�nia. W miê�niach owczych i bydlêcych
bezpo�rednio po dzia³aniu ci�nienia 100-150 MPa
przez 5 minut w temperaturze 35°C zaobserwowano
zmniejszenie pH o 0,6-0,8 jednostki. Jednak¿e po 2 h
od zakoñczenia procesu pH miêsa wraca³o do war-
to�ci pocz¹tkowej. Gdy ci�nieniowanie trwa³o d³u¿ej
(3-24 h), mia³o miejsce trwa³e obni¿enie pH. Takie
zmiany pH nie nastêpowa³y lub by³y tylko nieznacz-
ne, gdy miêso traktowano ci�nieniem w temperaturze
0°C, nawet podczas procesu trwaj¹cego przez 24 h
(27).

Spadek pH wywo³any dzia³aniem wysokiego ci�nie-
nia w 35°C skorelowany jest z aktywno�ci¹ enzymów
zwi¹zanych z rozk³adem glikogenu: fosforylaz¹ gli-
kogenu, kinaz¹ fosforylazow¹ oraz fosfataz¹. Aktyw-
no�æ kinazy fosforylazowej, podobnie jak jej substra-
tu � fosforylazy, jest regulowana w drodze fosforyla-
cji. Enzym ten jest równie¿ aktywowany przez jony
wapnia, dlatego te¿ w wyniku dzia³ania ci�nienia 100

MPa przy 35°C nastêpuje jej natychmiastowa aktywa-
cja na skutek uwolnienia Ca2+ z SR. W konsekwencji
nieaktywna fosforylaza b z ³atwo�ci¹ zostaje prze-
kszta³cona w aktywn¹ formê a. Co wiêcej, pod wp³y-
wem dzia³ania wysokiego ci�nienia znacz¹co zmniej-
sza siê aktywno�æ fosfatazy, która odpowiedzialna jest
za defosforylacjê formy a. Fosforylaza pozostaje za-
tem w formie aktywnej i prowadzi rozk³ad glikogenu
do glukozo-1-fosforanu (7). W dalszym etapie proce-
su glikolizy glukozo-1-fosforan przechodzi w pirogro-
nian, a nastêpnie w mleczan, który gromadz¹c siê
w miê�niach, powoduje ich zakwaszenie.

Dzia³anie ci�nienia 150 MPa w temperaturze 0°C
na miê�nie nie powoduje znacz¹cego spadku pH, gdy¿
w tych warunkach nie nastêpuje skurcz miê�nia, a co
za tym idzie � jony wapnia nie zostaj¹ uwolnione z SR
do sarkoplazmy i kinaza fosforylazowa nie zostaje
aktywowana. Zatem fosforylaza b nie przekszta³ca siê
w aktywn¹ formê a i pH miê�ni pozostaje bez zmian.
Dodatkowo enzymy zwi¹zane z rozk³adem glikogenu
s¹ bardziej wra¿liwe na dzia³anie ci�nienia w tempe-
raturze 0°C ni¿ 35°C (7).

Transglutaminaza. Transglutaminaza (TG) � glu-
tamino ã-glutamylotransferaza � jest endogennym en-
zymem wystêpuj¹cym w miê�niach ryb i krwi zwierz¹t
sta³ocieplnych oraz w tkankach ro�linnych. TG pro-
dukowana jest tak¿e przez mikroorganizmy: Strepto-
verticillum, a tak¿e Physarum i Streptomyces sp. (18).
Handlowe preparaty tego enzymu pozyskuje siê w³a�-
nie z tych szczepów. Katalizuje on reakcjê przeniesie-
nia grupy acylowej pochodz¹cej z grupy ã-karboksy-
amidowej reszty glutaminy na cz¹steczkê zawieraj¹c¹
pierwszorzêdowe grupy aminowe (bia³ka, polipepty-
dy, wolne aminokwasy) (42).

TG pochodzenia zwierzêcego, w przeciwieñstwie do
enzymu wytwarzanego przez mikroorganizmy, nale¿y
do grupy enzymów Ca2+-zale¿nych (32). TG zwierzê-
ce wykazuj¹ maksymaln¹ aktywno�æ w temperaturze
50-56°C przy pH 6,0-9,5. W przypadku TG pocho-
dz¹cej z ryb ró¿nych gatunków (np. karpia, leszcza,
kulbiñca kalifornijskiego, tilapii) optymalna tempera-
tura dzia³ania zawiera siê w zakresie 30-55°C (51, 53).

Wra¿liwo�æ TG na dzia³anie wysokiego ci�nienia
zale¿y od jej pochodzenia. TG pochodz¹ca z miêsa
ostroboka (Trachurus trachurus) traci 35% aktyw-
no�ci po 15-minutowym dzia³aniu ci�nienia 300 MPa
w temperaturze 25°C (30). Natomiast TG mintaja (The-
ragra chalcogramma) jest ca³kowicie odporna na dzia-
³anie wysokiego ci�nienia w zakresie 100-300 MPa
(3). TG pochodzenia mikrobiologicznego charaktery-
zuje siê jeszcze wiêksz¹ odporno�ci¹ na dzia³anie
wysokich ci�nieñ. Zastosowanie ci�nienia 600 MPa
przez co najmniej 100 minut w temperaturze pokojo-
wej zmniejsza aktywno�æ tego enzymu tylko o 50%.
Taki sam efekt w warunkach ci�nienia atmosferycz-
nego uzyskuje siê ju¿ po 40 minutach ogrzewania
w temperaturze 60°C (25). Dodatek transglutaminazy
do miêsa traktowanego ci�nieniem indukuje powsta-
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wanie ¿eli, które maj¹ bardziej jednolit¹ strukturê i s¹
bardziej zwarte ni¿ te otrzymane w procesie ci�nie-
niowania bez udzia³u enzymu lub w podwy¿szonej
temperaturze (50).

Enzymy lipolityczne miêsa
Znaczny wp³yw na w³a�ciwo�ci sensoryczne miêsa

ryb i zwierz¹t sta³ocieplnych maj¹ enzymy, które
uczestnicz¹ w przemianach lipidów. W wyniku lipo-
lizy, katalizowanej przez lipazy i fosfolipazy, z t³usz-
czów i olejów zwierzêcych powstaj¹ wolne kwasy
t³uszczowe, prowadz¹ce do pogorszenia jako�ci miê-
sa. Hydrolityczne przemiany lipidów w miêsie zacho-
dz¹ nawet w temperaturze poni¿ej 0°C. Ogrzewanie
powoduje czê�ciow¹ inaktywacjê tych enzymów, dla-
tego te¿ ich aktywno�æ jest mniejsza w miêsie podda-
nym obróbce cieplnej w temperaturze 100°C ni¿ w su-
rowym (38).

W miêsie ryb szczególnie aktywne s¹ fosfolipazy,
co powoduje, ¿e wolne kwasy t³uszczowe zarówno
w rybach lodowanych, jak i zamro¿onych gromadz¹
siê wskutek hydrolizy fosfolipidów. Pod koniec do-
puszczalnego okresu przechowywania ryb w lodzie
ilo�æ kwasów t³uszczowych, uwolnionych w wyniku
dzia³ania tych enzymów mo¿e wzrosn¹æ nawet do ok.
175 mg/100 g miêsa (49). Wolne kwasy t³uszczowe s¹
podatne na proces utleniania, a ich produkty mog¹ staæ
siê prekursorami licznych lotnych zwi¹zków zapacho-
wych, powoduj¹cych pogorszenie jako�ci surowca.

Lipazy wykazuj¹ zró¿nicowan¹ wra¿liwo�æ na dzia-
³anie wysokiego ci�nienia. Wed³ug Macheboeuf i Bas-
set (28), s¹ one stabilne jeszcze powy¿ej 1100 MPa,
natomiast wed³ug Seyderhelma i wsp. (44) inaktywa-
cja tych enzymów zachodzi ju¿ po traktowaniu ci�nie-
niem 600 MPa. W przypadku fosfolipaz zahamowa-
nie ich aktywno�ci w miêsie dorsza nastêpuje ju¿ po
dzia³aniu ci�nienia powy¿ej 405 MPa. W wyniku tego
podczas przechowywania w ci�nieniowanym miêsie
gromadzi siê mniej wolnych kwasów t³uszczowych ni¿
w miêsie nie traktowanym ci�nieniem, co zapobiega
pogorszeniu siê w³a�ciwo�ci sensorycznych produktu
(34).

Oksydoreduktazy miêsa. Obok hydrolizy w miê-
sie zachodz¹ równie¿ przemiany nienasyconych kwa-
sów t³uszczowych, spowodowane procesem oksy-
dacji. Lipidy utleniaj¹ siê w miê�niach ryb w wyniku
autooksydacji oraz w procesach enzymatycznych
katalizowanych przez lipoksygenazê skrzel i skóry
(LOX), peroksydazê krwi i mikrosomaln¹ peroksyda-
zê NADH miê�ni. Powstaj¹ce nadtlenki rozk³adaj¹ siê
do kwasów karboksylowych o krótszych ³añcuchach,
alkoholi, aldehydów, ketonów i wêglowodorów. Nie-
które z produktów utlenienia wywo³uj¹ po¿¹dany aro-
mat �wie¿ej ryby, inne powoduj¹ nieprzyjemny smak
i zapach zepsutych ryb. Endogenna lipoksygenaza ka-
talizuje rozk³ad barwników karotenoidowych, co pro-
wadzi do zaniku ró¿owej lub czerwonej barwy skóry
i miê�ni ryb w czasie przechowywania (46).

Przed tymi niekorzystnymi przemianami chroni¹
komórki endogenne enzymy, tj. dysmutaza ponadtlen-
kowa, katalaza oraz peroksydaza glutationowa (6, 36).
W wyniku przemian nienasyconych lipidów wywo³a-
nych obecno�ci¹ tlenu atmosferycznego powstaj¹ m.in.
szkodliwe anionorodniki ponadtlenkowe, które nastêp-
nie przekszta³cane s¹ pod wp³ywem dzia³ania dysmu-
tazy ponadtlenkowej w nadtlenek wodoru. Dzia³a on
toksycznie na komórki, dlatego te¿ jego stê¿enie musi
byæ utrzymywane na bezpiecznym poziomie. Rolê
regulatora spe³niaj¹ tu katalaza i peroksydaza gluta-
tionowa, które w kolejnym etapie reakcji rozk³adaj¹
H

2
O

2
 do cz¹steczki wody (31). Te oksydoreduktazy s¹

aktywne równie¿ w miêsie zwierz¹t post-mortem (39)
i odgrywaj¹ istotn¹ rolê w czasie przechowywania
oraz przetwarzania miêsa, zapobiegaj¹c m.in. utlenia-
niu oksymioglobiny do metmioglobiny, prowadz¹cemu
do negatywnych zmian w barwie miêsa. Pod wp³ywem
wysokiej temperatury w miêsie drobiowym aktywno�æ
peroksydazy glutationowej i katalazy zmniejsza siê,
natomiast dysmutaza ponadtlenkowa jest odporna na
dzia³anie ogrzewania (37).

W dostêpnym pi�miennictwie jest stosunkowo ma³o
danych o wp³ywie ci�nienia na opisane powy¿ej enzymy
wa¿ne ze wzglêdu ma rolê, jak¹ odgrywaj¹ w czasie
przetwarzania i przechowywania produktów miêsnych.
Serra i wsp. (43) wykazali, ¿e aktywno�æ peroksydazy
glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy
w miêsie peklowanym, a nastêpnie traktowanym wy-
sokim ci�nieniem 600 MPa zmniejszy³a siê tylko o ok.
7-14%.

Podsumowanie
Endogenne enzymy s¹ wa¿nym sk³adnikiem ¿yw-

no�ci wp³ywaj¹cym na jej jako�æ. Niektóre z nich po-
woduj¹ niekorzystne zmiany, dlatego te¿ podczas prze-
twarzania i przechowywania ¿ywno�ci powinny byæ
one inaktywowane. Z drugiej strony, niektóre enzymy
prowadz¹ do takich przemian w ¿ywno�ci, które zwiêk-
szaj¹ jej akceptowalno�æ przez konsumenta oraz sta-
nowi¹ naturalny czynnik zapobiegaj¹cy rozwojowi
mikroorganizmów. Wysokie ci�nienie mo¿e w dwoja-
ki sposób oddzia³ywaæ na enzymy. Umiarkowane ci�-
nienia zazwyczaj powoduj¹ aktywacjê i zwiêkszenie
aktywno�ci enzymów. Warunki te mog¹ zostaæ wyko-
rzystane np. do przyspieszenia procesu dojrzewania
miêsa. Z kolei wykorzystanie wy¿szego ci�nienia jako
metody inaktywuj¹cej mikroorganizmy i enzymy jest
ograniczone m.in. ze wzglêdu na niekorzystne zmia-
ny barwy miêsa.

Wra¿liwo�æ enzymów na dzia³anie ci�nienia zale¿y
od ich pochodzenia, sk³adu �rodowiska oraz jego od-
czynu. Du¿e zró¿nicowanie w sk³adzie jako�ciowym
i ilo�ciowym surowców i produktów ¿ywno�ciowych
sprawia, i¿ podczas doboru warunków procesu ci�nie-
niowania takie parametry, jak wielko�æ ci�nienia i tem-
peratura musz¹ zostaæ dobrane indywidualnie.
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