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TRANSGLUTAMINAZA I JEJ WYKORZYSTANIE W PRZEMYSLE
ZYWNOSCIOWYM

Streszczenie

Omowiono wystepowanie i wlagciwosci transglutaminazy (EC 2.3.2.13) z uwzglednieniem wptywu
r0znych czynnikéw katalizujacych lub inhibitujacych reakcje sieciowania biatek. Przedstawiono gtéwne
kierunki zastosowania transglutaminazy w przemy$le Zywno$ciowym i warto$¢ biologiczna biatek mody-
fikowanych przy jej udziale.

Wprowadzenie

Sensoryczne cechy oraz biologiczna warto§¢ zywnosci zaleza w duzej mierze od
udziatu i wlasciwos$ci biatek w réznych surowcach i produktach zywnoséciowych. Za-
chowanie sig biatek, w szczego6lnosci ich wlasciwosci funkcjonalne oraz reaktywno$¢
biochemiczna i chemiczna, a takze warto$¢ biologiczna wynikaja ze sktadu aminokwa-
sowego, ktéry determinuje wymiary, konformacje i sztywno$¢ czasteczek, wielko$¢ i
rozmieszczenie fragmentéw hydrofilowych i hydrofobowych, usieciowanie wiazania-
mi o réznej energii oraz podatno$¢ na zmiany pod wpltywem czynnikow Srodowiska.
Wszystkie te wlasciwo$ci zmieniaja sig¢ w duzym stopniu w warunkach przetwarzania
zywnoSci. Mozna je takze celowo modyfikowa¢ metodami chemicznymi i biochemicz-
nymi. Na wymiary i gietko$¢ czasteczek mozna wplywaé przez hydrolizg wiazan pep-
tydowych, odszczepienie lub przylaczenie fragmentéw sacharydowych, redukcje
mostkéw disulfidowych lub wytworzenie nowych, §roéd- 1 migdzyczasteczkowych wia-
zan sieciujacych o réznej energii. Oddziatywania bialek przy réznych odczynach $ro-
dowiska 1 reakcje z jonami mozna modyfikowaé przez zwigkszenie ujemnego tadunku
czasteczek w drodze acylowania, szczeg6lnie bezwodnikami kwasow dikarboksylo-
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wych, alkilowania lub usunigcia grup amidowych. Dodatni tadunek czasteczek mozna
zwigkszy¢ przez przylaczenie zasadowych aminokwaséw albo amin, a hydrofobowoséé
przez przylaczenie dlugolancuchowych kwaséw thuszczowych lub hydrofobowych
aminokwas6w albo alkilowanie. Biochemiczng i chemiczna reaktywno$¢ biatek mozna
zmieni¢ przede wszystkim przez zwiazanie grup aminowych, tiolowych i hydroksylo-
wych w resztach aminokwasow.

Enzymatyczne modyfikowanie skladnikéw Zywnosci ma wigksze szanse dopusz-
czenia do stosowania w przemysle zywnoSciowym niz obrobka chemiczna. Najwieksze
zastosowanie maja dotychczas enzymy proteolityczne, wykorzystywane do wytwarza-
nia hydrolizatéw bialkowych o réznych wlasciwosciach, a takze do modyfikowania
skladu aminokwasowego biatek w reakcji plasteinowej. Ostatnio coraz szersze zainte-
resowanie budzi transglutaminaza — (EC 2.3.2.13) (TGaza). Przy jej udziale mozna
zmieni¢ fadunek czasteczek biatka, przytaczy¢ pozadane reszty aminokwaséw lub inne
grupy, a przez katalizowanie powstawania kowalencyjnych wiazan sieciujacych mozna
wplywac¢ na wymiary i gigtko$¢é czasteczek biatka.

TGaza katalizuje reakcje przeniesienia acylu, w ktérych donorem jest grupa
y-karboksyamidowa reszty glutaminy, a akceptorami moga by¢ pierwszorzedowe gru-
py aminowe w r6znych zwiazkach:

-Prot-(CHy), CONH, + NH,-R — -Prot-(CH,), CONH-R + NH;
-PrOt-(CHz)z CONH, + HzN-(CH2)4-PI'Ot - PI'Ot-(CHz)z CONH(CH2)4-PI'0t +NH;

PI’Ot-(CHz)z CONHz + Hz) — PI’Ot-(CHz)z COOH + NH;

gdzie: Prot — biatko.

Jesli akceptorem acylu jest wolna lizyna, biatko ulega wzbogaceniu o ten amino-
kwas zwiazany jako reszta e-N(y-glutamylo)lizyny. Reakcja z wolng aming umozliwia
przytaczenie do czasteczki biatka hydrofobowych lub hydrofilowych fragmentow.
TGaza ma duze powinowactwo do nierozgalezionych amin alifatycznych o szesciu
atomach wegla. Przeniesienie acylu na resztg lizyny zwiazanej w fafcuchu polipepty-
dowym powoduje wytworzenie wewnatrzczasteczkowego lub migdzyczasteczkowego,
izopeptydowego wiazania sieciujacego.

W kazdym przypadku jednym z produktéow jest wolny amoniak. Oznaczanie jego
iloéci moze stuzy¢ do kontroli zaawansowania reakcji. Aktywno$¢ TGazy mozna row-
niez zmierzy¢ przez oznaczenie amin zwigzanych w reakcji z reszta glutaminy, np.
monodansylokadaweryny (MDC) lub oznaczenie dipeptydu e-(y-glutamylo)lizyny
metoda HPLC. Sieciowanie biatek lub peptydéw moze by¢ takze kontrolowane elek-
troforetycznie przez oznaczenie masy czasteczkowej polimeréw biatkowych albo re-
ologicznie przez oznaczanie lepkosci, momentu obrotowego lub parametréw tekstury.
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W przemyséle 2ywnoéciowym praktyczne zastosowanie znalazlo sieciowanie bia-
lek przy udziale TGazy, zaréwno endogennej, wystgpujacej w szczegolnosci w migsie
ryb, jak i dodawanej celowo w procesach przetworczych.

Wystepowanie i otrzymywanie TGazy

TGaza uczestniczy w wielu procesach fizjologicznych w organizmach zwierze-
cych i ro$linnych — jest czynnikiem powodujacym krzepliwo$¢ krwi, bierze udzial w
obronnych reakcjach przeciwbakteryjnych i w fotosyntezie. Wykryto ja w tkankach i
cieczach ustrojowych wielu kregowcow, bezkregowcodw, rolin i drobnoustrojéw. Naj-
bardziej poznana jest TGaza z watroby §wini gwinejskiej, opisana po raz pierwszy
przez przez Sarker’a i wsp. [31]. TGazg wykryto dotychczas m.in. w migsie mintaja,
sardynki, makreli pacyficznej, barakudy, ostroboka, terpugi, wegorza srebrzystego,
tososia, kulbaka, pagrusa, karpia i pstraga tgczowego. Ryby wykazuja znaczne zr6zni-
cowanie pod wzglgdem aktywnosci TGazy — od 0,1 jednostek/g tkanki mig$niowej
(pstrag teczowy) do 2,4 (kulbak) [1].

Opracowano metody otrzymywania i oczyszczania Ca’* — zaleznej TGazy z wa-
troby $wini gwinejskiej, z plazmy krwi bydlgcej i Swinskiej, z watroby mintaja i z
ostryg. TGazg pochodzenia mikrobiologicznego otrzymuje si¢ gldéwnie ze szczepdw
Streptoverticillium sp., S. mobarense i S. lodakanum, a takze Physarum sp. i P. polyce-
phalum oraz Streptomyces sp. Sklonowano rowniez TGazg z pagrusa karaibskiego w
komorkach E. coli. Przy wytwarzaniu zewnatrzkomoérkowych TGaz pochodzenia mi-
krobiologicznego stosunkowo fatwa jest procedura ich oczyszczania.

Chemiczne i biochemiczne wlasciwosci TGazy

TGaza wystgpuje w postaci monomeru, dimeru, lub tetrameru, jako rozpuszczalna
w cytosolu albo zwiazana w mitochondriach lub w lizosomach. Enzym wykryty w
plazmie jest tetramerem dysocjujacym na dwie formy dimeryczne, z ktérych jedna ma
aktywno$¢ enzymatyczng. TGazy wyizolowane z tkanek §wini morskiej, ryb i krewe-
tek maja masg czasteczkowa w zakresie 75-85 kDa, homara 200 kDa, plazmy krwi
300-350 kDa, a enzymy pochodzenia mikrobiologicznego 37-77 kDa. TGaza akty-
wowana jonami wapnia zawiera 17-18 wolnych grup —SH, z ktérych jedna znajduje
si¢ w centrum aktywnym. W temperaturze 40°C TGaza jest stabilna w obecnosci 15
mM Ca**, natomiast w temp. 60°C ulega prawie pelnej inaktywacji juz po ok. 5 min.
Energia jej cieplnej inaktywacji jest nizsza (ok. 37 kJ-mol") niz energia aktywacji (ok.
47 kJ-mol™) [27].

TGaza z S. lodakanum wykazuje optimum aktywno$ci w temp. 50°C przy pH 6,0
i jest stabilna przy pH 5,0-7,0. Jest to enzym niezalezny od jonéw wapnia, roOwniez
zawierajacy w centrum aktywnym cysteing [35].
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TGazy réznego pochodzenia réznia sig¢ warto§ciami punktu izoelektrycznego — na
przykiad pl enzymu z watroby $wini morskiej jest réwny 4,5, a z Streptoverticillium
8.,9. ' '

W reakcjach sieciowania biatek TGaza wykazuje duza specyficzno$é substratowg
— dziata tylko na reszty glutaminy zwiazane grupami t-aminowymi i o-karboksy-
lowymi w tancuchu polipeptydowym; obecno$¢ w poblizu reszty amidowej, rozgate-
zionych reszt aminokwasowych oraz reszt obdarzonych tadunkiem elektrycznym
zmniejsza wydajno$¢ reakcji. Zatem biatka zawierajace duzo reszt amidowych, np.
liczne biatka ro$linne, nie zawsze sa dobrymi substratami w reakcjach sieciowania
katalizowanych TGaza [3].

Czynniki wplywajace na sieciowanie bialek katalizowane transglutaminaza

SteZenie enzymu

Stezenie TGazy jest jednym z podstawowych czynnikdéw wywierajacych wpltyw
na efekt dzialania enzymu. Minimalne st¢Zzenie TGazy niezbgdne do uzyskania zelu
wigkszosci bialek Zywno$ciowych wynosi 1040 jednostek/g biatka [30]. Zwigkszenie
stezenia do 100 jednostek/g bialka podnosi twardosé i elastyczno$¢ zelu wiekszosci
biatek, lecz nieproporcjonalnie do stgzenia enzymu. Zele z biatka mleka otrzymane
przy matym stezeéniu TGazy mikrobiologicznej (25 jednostek/g biatka) sg mato spoiste
i podatne na uszkodzenia mechaniczne, za$ Zele otrzymane przy stgzeniu TGazy réw-
nym 45 jednostek/g biatka sa twarde i kruche [23]. Mozna wigc przyjaé, Ze st¢zenie
TGazy optymalne do wywolania zelowania biatek Zywno$ci waha si¢ w granicach 30—
50 jednostek/g biatka. Przy wytwarzaniu szynek rybnych w rodzaju kamaboko lub
chikuwa stosuje sie co najmniej 0,01% TGazy o aktywnosci wlasciwej 1 jednostki/mg.

Wiasciwosci biatka jako substratu

Pierwszorzedowa struktura i konformacja biatka jako substratu TGazy ma wigk-
sze znaczenia dla aktywno$ci enzymu niz ogélna zawarto$¢ lizyny i glutaminy. Kon-
formacja bialka i sekwencja aminokwaséw decyduja prawdopodobnie o dostgpnosci
reszt lizyny i glutaminy. Wérdd 21 reszt glutaminy w f-kazeinie tylko 5 reszt ulega
tatwo enzymatycznej modyfikacji. Czynniki determinujace mozliwo$¢ reakcji katali-
tycznej sa zwiazane z sekwencjq aminokwaséw w sasiedztwie reszty glutaminowe;.
Niektore reszty sa bardziej pozadane niz inne, przy czym w roznych biatkach sekwen-
cje sprzyjajace reakcji nie powtarzaja sig. Istotne znaczenie maja rOwniez pewne reszty
aminokwasow oddalone od reszty glutaminowej, lecz wplywajace na konformacjg
biatka.

Bialka globularne staja si¢ bardziej podatne na polimeryzacj¢ katalizowana TGa-
za po czesciowym rozfaldowaniu, np. na granicy faz w emulsjach lub po odpowiedniej,
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uprzedniej modyfikacji metodami biochemicznymi albo chemicznymi, np. po znisz-
czeniu sieciujacych wiazan disulfidowych. Sieciowanie kazeiny o stosunkowo duzej
gietko$ci czasteczek zachodzi wydajniej niz globularnych biatek serwatki [34]. Dekon-
formacja wywolana przez zmiang¢ odczynu $rodowiska lub substancje redukujace
zwieksza wydajno$¢ reakcji sieciowania bialek serwatki. Wysokie ci$nienie, rzedu
250-300 Mpa, zastosowane przed inkubowaniem biatka z TGaza, zwigksza podatnosé
miozyny ryb na sieciowanie [2]. Potwierdzeniem istotnego znaczenia konformacji
moze by¢ rowniez wyzsza zdolno$¢ wiazania MDC pod wplywem TGazy przez ace-
tylowana kazeing niz przez aktomiozyng miesa ryb, pomimo, Ze obydwa biatka zawie-
raja podobna ilos¢ glutaminy [15].

Zelowanie rozdrobnionego migsa ryb niektérych gatunkéw, niezaleznie od steze-
nia rodzimej TGazy [25], moze $§wiadczy¢ o tym, ze istotne znaczenie ma konformacja
aktomiozyny specyficzna dla kazdego gatunku. By¢ moze tym samym nalezy wyth-
maczy¢ mata podatnos¢ cigzkiego laficucha miozyny drobiu na Zelowanie pod wpty-
wem TGazy. Malej aktywno$ci TGazy w migsie drobiu, $§wini i wotu odpowiada po-
wolne jego zelowanie podczas osadzania sie w temp. 30°C i niewielka sprezysto$¢
zelu. Wspolczynnik korelacji pomigdzy aktywnoscia TGazy, a wytrzymato$cia zelu
aktomiozynowego migsa 16 gatunkow ryb oraz kury, $wini i wolu wynosil zaledwie
0,34-0,36, w zaleznosci od czasu jego osadzania w temp. 30°C [22]. RéZnice te $wiad-
cza o tym, Ze oprocz stgzenia endogennej TGazy, na zelowanie rozdrobnionego migsa
podczas osadzania si¢ maja wplyw jeszcze inne czynniki, m.in. st¢Zenie wapnia oraz
podatnos$¢ biatek migéniowych na agregacje i synereze.

W migsie karpia, sieciujace dziatanie TGazy dotyczy gtownie ciezkiego tanicucha
miozyny, ktéry w optymalnych warunkach wiaze ponad 50% MDC. Pozostata ilo§¢
odczynnika ulega zwiazaniu przez aktyne, troponing T, oligomery ciezkiego taficucha
miozyny i nizidentyfikowane biatka o masie czasteczkowej 80 i 55 kDa. Tropomiozy-
na, troponina I, troponina C i titina sa natomiast stabymi substratami reakcji sieciowa-
nia przy udziale TGazy [15]. Przypuszcza sig, Ze na powierzchni cigzkiego laficucha
miozyny znajduja sig tylko dwie latwo dostgpne grupy glutaminy. Kotakowski i wsp.
[16, 17] wykazali, ze czgSciowa hydroliza cigzkiego laficucha miozyny ryb przez
trypsyng i papaing sprzyja zelowaniu biatek mig$niowych pod wptywem TGazy. Frak-
cja 118 biatek sojowych tworzy w obecnos$ci TGazy nierozpuszczalne zele nawet przy
matych stezeniach biatka, natomiast produkty reakcji frakcji 7S i polimeréw
Os1-kazeiny oraz k-kazeiny sa zwykle ciekle przy niskich steZeniach.

Stezenie biatka

Stezenie biatka w substracie jest jednym z gléwnych czynnikéw Zelowania pod
wplywem TGazy. Przy niskich st¢zeniach biatka, TGaza powoduje zwigkszenie lepko-
$ci roztworu, ale nie wywoluje zelowania. Stezenie bialka niezbgdne do powstawania
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zelu wynosi w przypadku globulin sojowych 11S i 7S powyzej 8%, Osi-kazeiny powy-
zej 3% [21], a bialek miofibrylarnych migsa ryb powyzej 1% [37]. Zageszczenie bia-
Iek, np. poprzez odci$nigcie lub odwirowanie, znacznie zwigksza zdolnos$¢ jego zelo-
wania.

Odczyn srodowiska

Krzywa aktywnos$ci TGazy w funkcji pH ma ksztalt dzwonu w zakresie od pH 7,5
do 8,5, z optimum przy pH 8,0 [33]. Optymalne pH Zelowania biatek, katalizowanego
Tgaza, zalezy w znacznym stopniu od rodzaju substratu. W przypadku syntetycznych
substratow, a takze biatka jaja i zelatyny, optymalne pH wynosi ok. 6,0, a bialek mig-
$niowych pH ok. 7,5. Kazeina-0;, kazeinian sodu, izolaty biatka sojowego i biatko
z6tka jaja wytwarzaja najsilniejsze zele przy pH 9,0, a efektywny zakres zelowania
miesci si¢ w zakresie pH od 7,0 do 10,0. Frakcja 7S bialek sojowych najszybciej zeluje
w pH 6-7, slabiej w pH 8,0, a przy pH 9,0 juz nie Zelyje.

Temperatura

TGaza moze by¢ praktycznie wykorzystywana w stosunkowo niskiej temperatu-
rze (5-20°C), chociaz maksymalng aktywno$¢ osiaga dopiero w temp. ok. 50°C [18].
Jednakze wydajno$é sieciowania bialek w migsie niektorych ryb w podwyzszonej tem-
peraturze moze by¢ mmiejsza niz w nizszej temperaturze, je$li nastapi uaktywnienie
obecnych w surowcu cieptoopornych proteinaz serynowych. Enzym pochodzenia mi-
krobiologicznego ma wigksza stabilno$¢ cieplna niz TGaza z tkanek zwierzgcych. Do
zZwigzania miozyny owcy z bialkiem sojowym, kazeing lub glutenem, przy uzyciu
TGazy z plazmy krwi bydlecej, niezbedny czas inkubacji w temp. 4-5°C wynosi 16 h
[19]. W temp. 20—40°C optymalny czas inkubacji surimi rybnego z dodatkiem TGazy
wynosi 1-5 h [26]. Izolat bialka sojowego, kazeinian sodu i Zelatyna, inkubowane z
TGaza mikrobiologiczna przez 1-4 h, tworza najtwardsze zele w temperaturze 50°C, a
bialko jaja w temp. 65°C [30]. Przy sieciowaniu glicyniny sojowej korzystne okazalo
sie bardzo krotkie ogrzewanie (30~120 s) mieszaniny w temp. 100°C [14].

Jony metali

Niektére TGazy pochodzenia ro$linnego sa bezwzglednie niezalezne od jondéw
wapnia, natomiast enzymy pochodzenia mikrobiologicznego, na ogoét réwniez nieza-
lezne od Ca®*, sag w stosunku do pewnych substratéw aktywowane jonami wapnia.
TGazy zwierzgce sa SciSle zalezne od stezenia Ca®*. Aktywujaca rola jonéw wapnia
polega na nieznacznej zmianie konformacji czasteczki enzymu, lecz bez sieciowania
jej tancuchéw. Po zwigzaniu Ca® czasteczka TGazy ulega czesciowej dekonformacii,
zwickszajac swoja dtugo$¢ z 3 do 3,9 nm i odstaniajac centrum aktywne. Mechanizm
aktywacji jonami wapnia opisali m.in. Casadio 1 wsp. [5].
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TGazy z ptytek krwi ludzkiej i zotadka mie$niowego kury sa zalezne zaréwno od
jondw wapnia, jak i od kalmoduliny, podczas gdy TGaza z surowicy krwi jest nieza-
lezna od kalmoduliny. Tanimoto i Kinsella [33] wykazali, Ze kalmodulina wzmaga
aktywno$¢ TGazy tylko przy wysokich stgzeniach jonow wapnia (10-100 mM).

Optymalne stezenie wapnia dla TGazy pochodzenia zwierzgcego zalezy od wa-
runkéw reakcji, a gtdwnie od rodzaju substratu, stad dane spotykane w literaturze sg
dosé rozbiezne. Migso wigkszosci ryb zawiera wystarczajaca ilo§¢ wapnia do uaktyw-
nienia endogennej TGazy. W mechanicznie odkostnionym migsie st¢zenie wapnia
moze by¢ jeszcze wigksze z powodu jego przedostawania si¢ z uszkodzonych kosci i
oéci. Przemywanie mechanicznie odkostnionego migsa ryb nie usuwa catkowicie TGa-
Zy pomimo, Ze jest ona enzymem typowo cytoplazmatycznym. Po 1-krotnym przemy-
ciu rozdrobnionego migsa karpia buforem o pH 7,5 pozostaje ok. 50%, a po 4-krotnym
ok. 7% pierwotnej aktywnosci TGazy. Wg Wan i wsp. [39] mrozone surimi z mintaja
maksymalnie zeluje po obrobee cieplnej przy stgzeniu wapnia 2-5 mM, a wg Saeki i
wsp. [29] przy stezeniu 10 mM/kg. Jablonowska [11] wykazata, ze sita zelowania roz-
drobnionego miesa z leszcza, parowanego po rozmrozeniu, wzrastata ze st¢Zeniem
Ca®* w zakresie do 15 mM/kg, po czym malata w miarg dalszego wzrostu stgZenia az
do 100 mM/kg. Te rozbieznosci dotyczace wplywu dodatku wapnia na aktywnos$é
TGazy, mozna prawdopodobnie thumaczy¢ gatunkowymi réznicami w konformacji
miozyny poszczegdlnych zwierzat. Potwierdzeniem tego przypuszczenia moze by¢
bardzo zréznicowany wzrost aktywno$ci TGazy migsa ryb niektérych gatunkéw po
dodaniu 0,1% CaCl,. W migsie sardynki o bardzo wysokiej aktywno$ci endogennej
TGazy (powyzej 2,5 jednostek/g migsa) wzrost aktywnosci spowodowany dodatkiem
jonéw wapnia wynosit tylko ok. 7%, podczas gdy w migsie karpia o malej aktywnosci
enzymu ok. 45%, a pacyficznej makreli o $redniej aktywno§¢ TGazy byl ponad 5-
krotny [36]. Ogélnie mozna wiec przyjaé, ze optymalne stezenie Ca** do uaktywnienia
TGazy zwierzecej wynosi 5-10 mM, w zaleznoS$ci od rodzaju substratu biatkowego.

Z innych metali dwuwarto$ciowych znaczny wptyw aktywujacy na TGazg zwie-
rzeca wywiera Sr°¥, a nieznaczny Mn”*, natomiast Mg®* nie wptywa na jej aktywnos¢.

TGaza pochodzenia mikrobiologicznego jest silnie inhibowana przez Zn>*, Cu®" i
Pb** wiazace si¢ z grupa tiolowa w centrum aktywnym enzymu [3, 35].

Chlorek sodu przy niewielkich stezeniach zwykle zwigksza, a przy duzych steze-
niach zmniejsza aktywno$¢ TGazy, przy czym jego dziatanie zalezy od rodzaju sub-
stratu. W stosunku do acetylowanej kazeiny aktywno§¢ enzymu nie zmienia sig¢ w
funkcji stezenia NaCl, natomiast w stosunku do miozyny ryb wzrasta ze stgzeniem
NaCl zwykle do ok. 0,4 M, a aktyny i troponiny T do 0,6-0,7 M [15]. Chlorek sodu
utatwia réwniez sieciowanie subfragmentéw i polimeroéw cigzkiego tancucha miozyny.
Najtwardsze zele z surimi traktowanego TGaza uzyskuje si¢ przy st¢zeniu 0,2-0,4 M
NaCl [40]. Moze to oznaczaé, ze rozpuszczone lub czg§ciowo rozpuszczone biatko
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miofibrylarne jest bardziej dostegpnym substratem dla TGazy niz w stanie naturalnym.
Jednak chlorek potasu, ktéry w podanych st¢Zeniach rowniez zwigksza rozpuszczal-
no$¢ biatek miofibrylamych podobnie jak chlorek sodu, nie powoduje zwiekszenia
wydajno$ci reakcji sieciowania, a nawet zmniejsza sprezysto$¢ zelu aktomiozynowego.
Zauwazono rowniez, ze KCl w stezeniu 0,1-0,4 M wyraznie hamuje sieciowanie cigz-
kiego taficucha miozyny katalizowane TGaza podczas osadzania sie surimi, natomiast
niewielki efekt katalizujacy przy wyzszych stezeniach KC1 (ok. 0,8 M) wiaze si¢ raczej
z sieciowaniem bialek o masie czasteczkowej ok. 80 kDa [40].

Inhibitory TGazy

Aktywnos$¢ Ca®* — zaleznej TGazy wyraznie hamuja zwiazki wiaZace jony wap-
nia, ktére nie maja praktycznie zadnego wplywu na aktywno$é enzymu pochodzenia
mikrobiologicznego. Oba enzymy sa natomiast inhibowane przez substancje blokujace
wolne grupy aminowe w substracie biatkowym. Wyrazne hamowanie aktywnosci obu
rodzajéw TGaz przez zwiazki tiolowe $§wiadczy o tym, Ze niezaleznie od pochodzenia,
w centrum aktywnym tych enzyméw wystepuje cysteina.

Chlorek amonu wyraznie obniza aktywnos$¢ Ca®>* — zaleznej TGazy juz w matych
stgzeniach (0,1-0,2 M). Chlorek metylaminy takze wyraznie hamuje aktywno$§¢ TGazy
[24]. Inhibujace dzialanie chlorowodorku lizyny na TGaz¢ pochodzenia zwierzecego,
opisane przez Kamath [13], nie potwierdzilo si¢ w naszych badaniach, dotyczacych
teksturowania farszo6w rybnych metoda kierunkowego zamrazania [17]. Otrzymano
nawet wrgcz przeciwne rezultaty, $wiadczace o katalizujacym dziataniu chlorowodorku
lizyny na sieciowanie biatek. Migso niektérych ryb, mato przydatnych do wytwarzania
szynek rybnych w rodzaju kamaboko, np. kety, zawiera duzo anseryny, ktéra zapobie-
ga sieciowaniu aktomiozyny przy udziale endogennej TGazy. Aktywnos$¢ niektorych
TGaz ulega zmniejszeniu w obecnosci guanozynotrifosforanu juz w bardzo matych
stezeniach. Niekorzystny wplyw na zelowanie bialek ryb wywiera réwniez dodatek
niektorych biatek pszenicy i soi.

Biologiczna wartos¢ bialek modyfikowanych przy uzyciu TGazy

Sieciujace wigzania izopeptydowe powstaja w biatkach przy udziale endogennej
TGazy w wielu produktach zywnosciowych, szczegdlnie rybnych. Od dawna wiado-
mo, Ze tworzg sie one m. in. w migsie suszonych ryb, wplywajac istotnie na reologicz-
ne wlasciwoséci wyroboéw. Wiazania glutaminowo-lizynowe wytworzone przy udziale
TGazy sa in vivo tatwo i catkowicie rozszczepiane w przewodzie pokarmowym, a ich
wplyw na przyswajalno$¢ biatek jest Zaden Iub tylko marginalny. Normalna dostep-
no$¢ reszty lizyny zwiazanej izopeptydowo potwierdzono takze w pracach zywienio-
wych na szczurach [28]. Enzymem odpowiedzialnym za hydroliz¢ wiazan izopepty-
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dowych, zarébwno w wolnych peptydach jak i usieciowanych w biatku, jest
Y-glutamino-cyklotransferaza [7].

Zastosowania TGazy

Zastosowanie TGazy rozwiazuje wiele probleméw technologicznych zwiazanych
z otrzymywaniem Zeli biatkowych. Biatka, ktdre nie zeluja po obrdbce cieplnej lub nie
tworzg zelu o wymaganych wilasciwosciach reologicznych moga by¢ zzelowane przy
uzyciu TGazy. Réwniez zele wykazujace tendencjg do topnienia moga by¢ pozbawio-
ne takich wad przez enzymatyczne sieciowanie. Lista zastosowan TGazy w przemysle
zZywnosciowym wciaz si¢ wydhuza. TGaza okazala sie przydatng do sieciowania biatek
sojowych, kazeiny i innych bialek mleka, glutenu, biatek migsa ryb, wotowiny i innych
bialek produktéw zywnosciowych.

Przy wytwarzaniu szynek rybnych typu kamaboko wykorzystuje sig¢ zjawisko
spontanicznego zelowania rozdrobnionego migsa ryb, zawierajacego 2-4% soli, w
temperaturze 4—40°C w okresie kilkugodzinnego osadzania. W tym czasie zachodzi w
nasolonym farszu sieciowanie cigzkich lancuchéw miozyny przy udziale endogennej
TGazy. Zele, otrzymane po obrdbce cieplnej z takiego farszn, sa bardziej sprezyste niz
produkty wytworzone z pominigciem osadzania. Migso ryb z wielu mato wykorzysta-
nych gatunkéw ma zbyt mata zdolno§¢ zelowania i w zwiazku z tym nie jest przydatne
do wytwarzania szynek rybnych. Dodajac do surimi z takiego surowca substancji re-
dukujacych celem zniszczenia mostkéw disulfidowych w miozynie, inhibitoréw pro-
teinaz cysteinowych celem zapobiezenia oslabianiu zelu wskutek hydrolizy biatek oraz
TGazy pochodzenia mikrobiologicznego celem wytworzenia pozadanych wigzan sie-
ciujacych, mozna uzyskaé zele o postulowanych wia$ciwosciach reologicznych [12].
Mikrobiologiczna TGazg zastosowano m.in. do Zelowania pasty z kryla antarktycznego
[38], do wytwarzania szynek rybnych z rozdrobnionego miesa mintaja [9], otrzymy-
wania analogéw pletw rekina z Zelatyny, kolagenu lub mieszaniny tych bialek [32]
oraz spulchniania pieczywa [8]. Inkubowanie mleka z TGaza zwigksza wytrzymato$é
mechaniczna jogurtu wytwarzanego z tego mleka lub z proszku mlecznego [10, 20]. W
wyniku 150 minutowego dziatania enzymu w stezeniu 3 jednostek/g bialka, w temp.
40°C powstaja wylacznie migdzyczasteczkowe wigzania izopeptydowe w kazeinie, a
wytrzymalos¢ jogurtu zwigksza si¢ ok. dwukrotnie. Reologiczne wtasciwosci zeli uzy-
skanych przy udziale TGazy zaleza m. in. od ksztaltu sieciowanych czasteczek lub
podjednostek biatkowych. Sieciowanie liniowych polimerow prowadzi do powstawa-
nia twardych, sprezystych zeli, a malych agregatow glicyniny sojowej do migkkich,
lepkich galaretek [14]. Przytaczenie fragmentéw glikozylowych do legumin grochu i
gliadyn pszenicy zwigksza rozpuszczalno$é tych bialek w punkcie izoelektrycznym.
Wydajnos¢ reakeji zwigksza si¢ przez uprzednie zablokowanie w substratach wolnych
grup aminowych [6]. Firma Novo Nordisk A/S proponuje zastosowanie TGazy do
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produkcji zamiennikow thuszczu, wytwarzanych z enzymatycznie modyfikowanej ze-
latyny, kazeiny, biatek serwatki i bialek ryb. Zamienniki te mozna dodawaé do kre-
mow, deserdw, dresingéw, majonezu, a takze do szynek i wedlin z miesa zwierzat
rzeznych i ryb.

Zastosowanie TGazy umozliwia laczenie surowcéw biatkowych w kombinacje
bardziej wartoSciowe pod wzgledem Zywieniowym i uzytkowym. Mniej cenne migsa
moga by¢ taczone z glutenem lub z kazeina, tworzac odpowiednio spoiste bloki, nawet
w stosunkowo niskiej temperaturze (4—5°C) przez pozostawienie masy na noc. Duze
nadzieje upatruje si¢ w wykorzystaniu TGazy do uzupelniania wlasciwosci zywienio-
wych niepetnowartosciowych biatek poprzez wbudowywanie do nich odpowiednich
aminokwasow 1 peptydow. Proponuje si¢ rowniez wykorzystanie enzymu do blokowa-
nia alergennych, opornych na proteolizg, peptydéw w biatkach sojowych [4].

Obecnie istnieje duze zainteresowanie biodegradowalnymi btonami z mniej cen-
nych surowcow pochodzenia rolniczego. Prowadzone badania dotycza przede wszyst-
kim poznania zalezno$ci pomigdzy struktura, a wlasciwosciami blon oraz czynnikéw,
umozliwiajacych otrzymywanie z danych surowcéw blon o wymaganej wytrzymato$ci
mechanicznej, pozadanej przepuszczalno$ci pary wodnej i gazoéw oraz okre$lonej od-
pornosci na warunki §rodowiska. Jest wiele mozliwo$ci zastosowania takich bton -
Jako noéniki enzyméw, a takze jako materialy opakowaniowe do $wiezych owocow i
warzyw oraz roznych, przetworzonych produktéw zywnosciowych. Wytwarzanie blon
biatkowych polega zazwyczaj na stworzeniu warunkéw sprzyjajacych denaturacji bial-
ka, a nastgpnie utworzeniu odpowiednich wigzan sieciujacych, odpowiedzialnych za
funkcjonalne wiasciwosci blon. Sieciowanie blon biatkowych przeprowadza sie w
wielu przypadkach przy uzyciu transglutaminazy [41].
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TRANSGLUTAMINASE AND ITS APPLICATIONS IN FOOD INDUSTRY
Summary
A description of incidence and properties of transglutaminase (EC 2.3.2.13) {TGase} is given, with
including of different catalytic or inhibitory factors effecting of protein crosslinking phenomenon. The

main applications of TGase in food industry and biological value of proteins modified by this enzyme are
presented.



